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Einleitung

Endothelfunktionen

Das Endothel ist eine homogene, konfluente Schicht von sehr diinnen Zellen (0,3 — 0,6 um
dick), die die innere Auskleidung aller Blutgefal3e bilden. Diese Auskleidung trennt das Blut
mit seinen Bestandteilen vom umliegenden Gewebe. Die Kapillaren as die feinsten Blutge-
fal3e bestehen ausschliefdlich aus hintereinander geschalteten Endothelzellen, die das Lumen
rohrenférmig umgreifen und so den Raum fur das Blut bilden. Alle Endothelzellen besitzen
eine spezielle Oberflache, damit sich die Blutkérperchen nicht anheften konnen. Damit
gewdhrleisten sie einen ungehinderten Blutflul3. Neben dieser Eigenschaft besitzt das
Endothel die sogenannte Barrierefunktion, die dazu fuhrt, dal3 die interstitielle FlUssigkeit eine
andere Zusammensetzung hat as das Blut. Das Endothel ist fir grof3e Molekule relativ imper-
meabel (grofRer as 10 nm im Molekildurchmesser). Dieses endotheliale Molekulsieb ist die
Ursache fUr den kolloidosmotischen Druck, der die Flissigkeitsbewegungen zwischen dem
Kapillarlumen und dem interstitiellen Raum entscheidend beeinfluf3t.

Téaglich werden beim Menschen unter Normalbedingungen in den Kapillaren ca. 20 Liter
Flissigkeit durch den transmuralen Druck abgeprefdt und ca. 18 Liter durch den kolloidosmo-
tischen Druck wieder an der ventsen Seite aufgenommen, so dal3 ein Netto-Fl Ussigkeitsaus-
tritt von zwel Litern vorliegt, der die tagliche Lymphproduktion darstellt. Diese hydraulischen
Flussigkeitsbewegungen finden fast ausschliefdich zwischen den Endothelzellen statt, und
zwar Uber die Interzellularspalten, die durch Unterbrechungen der Schlufdeisten gebildet
werden. Die Interzellularspalten betragen weit weniger als ein Promille der Oberflache der
Kapillaren, und doch geht tiber 90% des FlUssigkeitsaustritts Uber diesen parazelluléren Weg.
Das Endothel selbst bestimmt die GrofRe des Flussigkeitsaustritts, es regelt die Kapillar-
permeabilitét. Neben dieser Funktion ist das Endothel mit 1,5 kg das grofite endokrine Organ.
Durch Sekretion von lokal wirkenden Substanzen (Autacoide) beeinflufdt es den Organismus.

Die beiden Hauptfunktionen des Endothels, die Freisetzung vasoaktiver Substanzen und
die Regulation der Kapillarpermeabilitét, werden beeinflu®t durch die freie intrazelluldre
Kalziumkonzentration (He et al., 1996). Obwohl Endothelzellen nicht zu den erregbaren
Zellen wie Nerven und Muskelzellen gehoren, trégt ihre elektrische Aktivitdt zu diesen
Funktionen bei. Cannell & Sage (1989) fanden eine enge Kopplung zwischen freier intra-
zellularer Kalziumkonzentration und Membranpotential. Oszillationen in der Konzentration

des freien intrazelluldren Kalziums konnten beobachtet werden (Jacob, 1991; Usachev et al.,
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1995; Langheinrich et a., 1998), die mit Oszillationen des Membranpotentials einhergehen
(Usachev et a., 1995). Zudem zeigt das Endothel bei Applikation von vasoaktiven Stoffen ein
sich veranderndes Membranpotential (Mehrke & Daut, 1990; Marchenko & Sage, 1993;
McGahren et a., 1998; Frieden et al., 1999). Die Membranpotentialverénderung kann als
Sensor wie als Effektor fur die Endothelfunktionen aufgefalst werden. Um mehr Uber die
elektrische Aktivitét von Endothelzellen zu verstehen, miifdte deren Kanalausstattung geklért
sein. Leider ist man bisher weit davon entfernt, diese zu erfassen.

In der vorliegenden Arbeit habe ich mich auf den ATP-sensitiven Kaliumkanal in mikro-
vaskul&rem Endothel, das frisch as Kapillarfragment (siehe Abbildung 1.1) aus dem Meer-
schweinchen-Herzen gewonnen wurde, konzentriert. Hauptsachlich habe ich dabel elektro-

physi ol ogische Untersuchungen vorgenommen.

Beschreibung des K rp-Kanals

Erst durch die Entwicklung der Patch-Clamp-Technik (Hamill et a., 1981) konnten lonen-
kandle besser charakterisiert werden. Die Entdeckung des ATP-sensitiven Kaliumkanals
(Katp-Kanals) gelang mittels dieser Technik. Akinori Noma (1983) in Japan gilt als Erst-
beschreiber — er identifizierte ihn in Herzmuskelzellen. Ein Jahr spéter konnten Cook und
Hales (1984) ihn in den Vereinigten Staaten in b-Zellen des Pankreas nachweisen. Gerd
Trube und Jirgen Hescheler (1984) in Deutschland identifizierten den Katp-Kanal ebenfalls
in Herzmuskelzellen — sie sind sogar genau genommen die Erstbeschreiber mit dem
,/Abstract’ von 1983:. , Potassium channels in isolated patches of cardiac cell membrane* in
Naunyn-Schmiedebergs Archives of Pharmacology 322, R64.

Der ATP-sensitive Kaiumkanal besteht aus acht Untereinheiten, das heil3 aus acht
einzelnen Proteinen (Shyng & Nichols, 1997; Clement et al., 1997). Die 4 Untereinheiten, die
gemeinsam die Kanalpore bilden, werden als a-Untereinheiten bezeichnet und gehoren zu der
Familie der Kalium-einwértsgleichrichtenden Proteine, die aus zwel Mitgliedern besteht:
Kir6.1 (Inagaki et a., 1995b, 1995¢) und Kir6.2 (Inagaki et al., 1995a).

Die vier b-Untereinheiten gehdren zur Gruppe der ABC-Transporter (Higgins, 1992) und
werden aufgrund ihrer Sulfonylharnstoff-Affinitét als Sulfonylharnstoffrezeptoren (SUR) be-
zeichnet. Es gibt folgende drei SUR: SURL (Aguilar-Bryan et al., 1995), SUR2A (Inagaki et
al., 1996) und SUR2B (Isomoto et al., 1996), wobel die letzten beiden Splicevarianten sind,
bei denen sich das letzte trandatierte Exon unterscheidet (bet SUR2A Exon 38 und bei
SUR2B Exon 39).



Abbildung 1.1

Kapillarfragmente aus dem Herzen vom Meerschweinchen

Oberste Abbildung zeigt ein 5-zelliges Kapillarfragment. Die schwarzen Pfeile geben die Kernbereiche an. Der
weil3e Pfeil weist auf das kollabierte Lumen, als schwarze Linie sichtbar, hin. Die darunter befindlichen 9 Abbil-

dungen zeigen Kapillarfragmente, die gemessen worden sind. Der schwarze Stern zeigt eine total kollabierte
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Herzmuskelzelle. Der weil3e Stern zeigt eine Membranausstiilpung. Das schwarze Kreuz weist auf eine sich kol-
labierende Herzmuskel zelle hin. Links unten ist eine isolierte Herzmuskel zelle, rechts unten ein Kapillarnetz, ab-
gebildet. Mef3balken: 50pum

Der Katp-Kanal ist also ein Hetero-Octamer (siehe Abbildung 1.2). Die Bezeichnungen a-
und b-Untereinheit beim Katp-Kanal hat nicht die gleiche Bedeutung wie zum Beispiel bel
spannungsabhangigen Natrium- und Kaliumkanden, bei denen die b-Untereinheit eine akzes-
sorische Komponente ist, sondern die b-Untereinheit ist notwendig fur einen funktionellen
Kate-Kanal. Die a-Untereinheiten lassen sich nicht allein exprimieren und bilden keinen
funktionellen Kanal (auf%er siehe: Tucker et al., 1997).

b
Y

b

Abbildung 1.2
Schematischer Aufbau des K ate-Kanals

Der Karp-Kana ist ein Hetero-Octamer aus vier a-Untereinheiten und vier b-Untereinheiten. Die a-
Untereinheiten sind als Doppelkreise zu erkennen, die die zwei transmembranéren Doménen darstellen. Sie
bilden gemeinsam die Pore. Die vier Viertelkreise stellen die b-Untereinheiten dar. |hre GroRRe représentiert die
jeweils 17 transmembrandren Doménen. Zwei a-Untereinheiten sind bekannt: Kir6.1 und Kir6.2. Drei b-
Untereinheiten existieren: SURL, SUR2A, SUR2B



Struktur der a-Untereinheit

Die a-Untereinheiten Kir6.1 und Kir6.2 bestehen aus zwel transmembrandren Doménen
oder Helices, zwischen denen sich der porenbildende Bereich befindet. Die Amino- und
Carboxyenden liegen intrazellulér (siehe Abbildung 1.3). Das Carboxyende ist deutlich léanger
als das Aminoende. Die zwel kurzen extrazelluléren Schleifen weisen keine Glykosylierung
auf.

Abbildung 1.3
Schematische Darstellung der a-Untereinheit

Die Aminosauresequenz ist als schwarze Linie dargestellt. Links ist das Aminoende und rechts das Carboxy-
ende. Beide befinden sich intrazelluldr. Die beiden grauen Zylinder reprasentieren die transmembranédren Do-
manen (M1 und M2). Die beiden kurzen extrazelluléaren Bereiche gehen in die Porenregion (P) Uber. Das
cytoplasmatische Carboxyende ist deutlich 18nger als das Aminoende. Die beiden horizontalen Striche symboli-

sieren den, lipid-bilayer-.

Beim Meerschweinchen besteht der Kir6.1 aus 424 Aminosauren und der Kir6.2 aus 390
Aminosauren. Bezuglich der Aminosauresequenz sind Kir6.1 und Kir6.2 des Meerschwein-
chens zu 98,6% und zu 96,2% mit den menschlichen Homologen identisch (siehe Abbildung
1.4).

Die Porenregion der a-Untereinheiten, als ,H5-Segment* bezeichnet, besitzt die konser-
vierte Aminosauresequenz Threonin-1soleucin-Glycin-Phenylalanin-Glycin (TIGFG). Dieses
Motiv ist fur die Kaliumselektivitdt verantwortlich (Jan & Jan, 1994). Die spannungsab-
hangigen Kaiumkandle haben das Motiv Threonin-lsoleucin-Glycin-Tyrosin-Glycin
(TIGYG), aber der Unterschied in der vorletzten Aminosdure, Phenylalanin statt Tyrosin, ist
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bezogen auf den Kaliumselektivitatsfilter gering. Interessant hierbel ist, dal3 bei einigen
Tandem-Kaliumkanden (siehe z. B. Rgan et a., 2000) beide Motive vorhanden und kon-
serviert sind — in der ersten Pore das TIGY G und in der zweiten TIGFG.

gpKir6.1 1 MLARKSI | PEEYVLARI AAENVRKPRI RDRLPKARFI AKSGACNLAHKNI REQGRFLQDI 60

hKir6.1 1 MLARKSI | PEEYVLARI AAENLRKPRI RDRLPKARFI AKSGACNLAHKNI REQGRFLQDI 60

TM1
gpKir6.1 61 FTTLVDLKWRHTLVI FTMSFLCSW.LFAI MANLVAFAHGDI YAYNEKSG_EKSALESTVC 120

hKir6.1 61 FTTLVDLKWRHTLVI FTVBFLCSWLL FAI MAALVAFAHGDI YAYNEKSGNEKSGLESTVC 120

H5 T™M2
gpKir6.1 121 VTNVRSFTSAFNESIEVeYSREREes M EECPLAI TVLI LQNI VGLI | NAVMLGCI FMK 180

hKir6.1 121 VTNVRSFTSAFEGSISYeYRRTFEesMIEECPLAI TVLI LQNI VGLI T NAVMLGCI FMK 180

gpKir6.1 181 TAQAHRRAETLI FSRHAVI AVRNGKLCFMFRVGDLRKSM | SASVRI QUVKKTTTPEGEV 240

hKir6.1 181 TAQAHRRAETLI FSRHAVI AVRNGKLCFMFRVGDLRKSM | SASVRI QUWKKTTTPEGEV 240

gpKir6.1 241 VPI HQLDI PVDNPI ESNNI FLVAPLI | CHVI DKRSPLYDI SATDLANCQDLEVI VI LEGW 300

hKir6.1 241 VPI HQLDI PVDNPI ESNNI FLVAPLI | CHVI DKRSPLYDI SATDLANQDLEVI VI LEGW 300

gpKir6.1 301 ETTG TTQARTSYI AEEI QAGHRFVSI VTEEEGVYSVDYSKFGNTVKVAAPRCSARELDE 360

hKir6.1 301 ETTG TTQARTSYI AEEI QAGHRFVSI VTEEEGVYSVDYSKFGNTVKVAAPRCSARELDE 360

gpKir6.1 361 KPS| LI QTLQKSEL SHONSLRKRNSVRRNNSVRRNNSI RRNNSSL I VPKVQ:MTLEG\Q\I 420

hKir6.1 361 KPS LI QTLQKSELSHQNSLRKRNSMRRNNSVRRNNS RRNI\ISSLMJPKVQ:MTPEG\IQ\I 420

gpKir6.1 421 TLES 424
e

hKir6.1 421 TSES 424

gpKir6.2 1 M.SRKG | PEEYVLTRLAEDPTEPRYRARERRARFVSKKGNCNVAHKNI REQGRFLQDVF 60

hKir6.2 1 M_SRKG | PEEYVLTRLAEDPAEPRYRARQRRARFVSKKGNCNVAHKNI REQGRFLQDVF 60

TM1
gpKir6.2 61  TTLVDLKWPHTLLI FTMSFLCSW.LFAMVWALI AFAHGDLAPGEGTTVPCNTSI HSFSSR 120
ol

hKir6.2 61

gpKir6.2 121

hKir6.2 121

gpKir6.2 181

hKir6.2 181 LI FSKHAVI ALRHGRLCFM.RVGDLRKSM | SATI HMQWRKTTSPEGEVWPLHQVDI PM 240

gpKir6.2 241 ENGVGGNSI FLVAPLI | YHVI DANSPLYDLGPSDLHHHQDLEI | VI LEGWETTG TTQA 300

hKir6.2 241 ENGVGGNSI FLVAPLI | YHVI DANSPLYDLAPSDLHHHQDLEI | VI LEGYWETTG TTQA 300

gpKir6.2 301 RTSYLADE! LV\G-|RFVPI VAEEDGRYSVDYSKFGNTI KVPTPLCTAI—Q_DEDHSLLDALT 360

hKir6.2 301 RTSYLADEI LWX;RFVPI VAEEDGRYSVDYSKFGNTI KVPTPLCTARQLDEDHSLLEALT 360

gpKir6.2 361 LASTRGPLRKRSVPVAKAKPRFSI SPDSLS 390

hKir6.2 361 LASARGDLRKRSVPNAKAKPKFSI SPDSLS 390

Abbildung 1.4

Vergleich der Kir-Aminosauresequenzen des Meerschwelnchens mit den entsprechenden des
Menschen

Die Aminosduren sind im Ein-Buchstaben-Code dargestellt. Grau eingeféarbt sind die transmembrandren Doméa-
nen (TM1 und TM2). Schwarz eingeférbt die Porenregion, als H5 bezeichnet. Der Kaliumselektivitétsfilter ist
kursiv gedruckt. Kir6.1 hat 424 Aminosauren und Kir6.2 390. Zwischen den beiden Sequenzen befinden sich
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folgende Symbole: ,+' fur biophysikalisch dhnliche Aminosdure, ,:* fir gleiche Aminosdure, und ,/* fir unglei-
che Aminosdure. Kir6.1 und Kir 6.2 des Meerschweinchens sind zu 98,6% und zu 96,2% mit den menschlichen

identisch.

Struktur der b-Untereinheit

Die drei Sulfonylharnstoffrezeptoren sind aus mehr as 1500 Aminosduren bestehende
integrale Membranproteine und damit fast viermal so lang wie die a-Untereinheit. Alle SUR
weisen 17 transmembranare Doménen auf (Tusnédy et al., 1997). Die ersten elf Helices liegen
zwischen dem extrazelluldren Aminoende und der ersten Nukleotidbindungstasche, die sich
intrazellulér befindet. Das Aminoende weist eine Glykosylierung bei SUR1 an der Position
zehn und bel den SUR2-Varianten an der Position acht oder neun auf. Eine welitere glyko-
sylierte Aminosdure befindet sich nach der 12. transmembranédren Doméne. Das intrazelluldre
Carboxyende nach der 17. transmembrandren Helix besitzt eine zweite Nukleotidbindungs-
tasche (siehe Abbildung 1.5).

1. NBT 2. NBT

Abbildung 1.5
Schematische Darstellung der b-Untereinheit

Die Aminosduresequenz ist als schwarze Linie dargestellt. Links ist das Aminoende, das extrazellulér liegt und
eine Glykosylierung aufweist, die as tote Fichte symbolisiert ist. Rechts liegt das Carboxyende intrazellul&r. Die
grauen Zylinder reprasentieren die transmembrandren Doméanen der Aminosauresequenz — 17 an der Zahl. Eine
zweite Glykosylierung findet sich nach der zwdlften transmembrandren Helix in der extrazelluléaren Schlaufe.
Zwischen der elften und zwolften transmembrandren Domane befindet sich eine grof3e intrazellulére Schlaufe.
Sieweist das Walker A (A) und Walker B (B) auf und stellt die erste Nukleotidbindungstasche (1. NBT) dar. Die
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zweite Nukleotidbindungstasche (2. NBT) findet sich am Carboxyende. Die beiden horizontalen Striche symbo-
lisieren den, lipid-bilayer*.

Beide Taschen weisen die sogenannten Walker A- und Walker B-Motive auf (Walker et
a., 1982). Das Waker A-Motiv lautet Glycin-X-X-Glycin-X-Glycin-Lysin-Serin/Threonin
und das Walker B-Motiv hat die Sequenz Y-Y-Y-Y-Asparagin-saure, wobei X fir eine
beliebige Aminosaure und Y fir eine hydrophobe Aminosdure steht. Zudem zeichnen sich die
Nukleotidbindungstaschen noch zusétzlich durch eine konservierte Sequenz (Leucin-Serin-
Glycin-Glycin-Glutamin) aus, die sich zwischen den beiden Walker-Motiven befindet (siehe
Abbildung 1.6).

Walker A Walker B

hMRP1- NBD1 CQVECEKS L SGCKQRVSLA | YLFD 678- 685  768- 779  788- 792
hCFTR- NBD1 GSTGAKKT LSGGEQRARI SLA LYLLD 458- 465  747- 758  768- 772
hSURL1- NBD1 GVGECEKS LSGERAQ SVAR VWFLD 713- 720  829- 840  849- 853
hSUR1- NBD2 CRTGSGKS FSQGQRQLFCLA I FI MD 1378-1385  1481-1492  1501- 1505
hCFTR- NBD2 CRTGSGKS L SHGHKQLMCLA | LLLD 1244-1251  1346-1357  1366- 1370
hMRP1- NBD2 CRTGAGKS LSVGQRQLVCLA | LVLD 1327-1334  1430-1441  1450- 1454
Abbildung 1.6

Vergleich der Aminosauresequenz innerhalb der Nukleotidbindungstaschen

Walker A und B sowie die konservierte Sequenz dazwischen sind charakteristisch fur die Gruppe der ABC-
Transporter. Die drei gewéhlten Mitglieder aus dem Menschen — das ATP-abhéngige Arzneimittel-resistente
Protein (multidrug resistance proteine, hMRP1), der cAMP-abhéngige Chloridkana (cystic fibrosis frans-
membrane conductance regulator, hCFTR) und der Sulfonylharnstoffrezeptor (sulfonylurea receptor, h\SUR1) —
haben eine dhnliche Doménabfolge (hMRP1: 11 (5+6) TMD — NBD — 6 TMD — NBD, hCFTR: 6 TMD — NBD
—6 TMD —NBD, hSUR1: 11 TMD — NBD — 6 TMD — NBD). Beziglich ihrer kompletten Aminoséureseguenz
weisen die drei nur eine ca. 20%ige ldentitét auf, hingegen eine 30 bis 40%ige Identitét in der Nukleotid-
bindungsdomane. Innerhalb dieser Doméne befinden sich die aufgelisteten stark konservierten Motive. Auffalig
hierbel ist, dal? die zweite Nukleotidbindungsdoméne des Sulfonylharnstoffrezeptors (hRSUR1-NBD2) sich von
den anderen unterscheidet. Die mit Fettdruck hervorgehobenen Unterschiede verschlechtern wahrscheinlich die
Nukleotidbindung. Das bedeutet, dal’ ein SUR-Protein im Gegensatz zu einem CFTR- und einem MRP1-Protein
nur eine hoch affine ATP-Hydrolysestelle besitzt statt zwei (Uedaet al., 1999b).

(h: human Mensch Homo sapiens, TMD: transmembrandre Doméne, NBD: Nukleotidbindungsdoméne; die

Aminosduren sind als Ein-Buchstaben-Code dargestelIt, rechts davon stehen die jeweiligen Sequenzabschnitte)



Obwohl beide Nukleotidbindungstaschen die drei Motive aufweisen, unterscheiden sich
zum Beispiel die Eigenschaften in Nukleotid-Bindung und -Hydrolyse voneinander. Die erste
Nukleotidbindungstasche ist hoch affin fur ATP, aber hydrolysiert es nicht (oder kaum),
wahrend die zweite ATP hydrolysieren kann, aber nicht hoch affin ist (Ueda et a. 1997,
Matsuo et al., 1999). Dafur kann die zweite Nukleotidbindungstasche MgADP direkt binden
(Ueda et al., 19994). AulRerdem kooperieren beide miteinander. Das an der zweiten Nukleo-
tidbindungstasche gebundene ADP stabilisiert das zuvor gebundene ATP in der ersten
Nukleotidbindungstasche (Ueda et al., 1999a). Bei SUR2A und SUR2B hingegen kann die
zweite Nukleotidbindungstasche Magnesium-unabhéngig ATP binden hydrolysieren (Matsuo
et a., 1999). Dies spiegelt sich in der Aminosauresequenz der zweiten Nukleotidbindungs-
tasche wider: Die Sequenz zwischen Walker A und B ist bei SUR1 Phenylalanin-Serin-
Glutamin-Glycin-Glutamin und bei den SUR2 Phenylalanin-Serin-Valin-Glycin-Glutamin.

Zusammenfassend bedeutet das, dal’ die beiden Nukleotidbindungstaschen der SUR unter-
schiedliche Funktionen besitzen und nicht wie bel anderen ABC-Transportern funktionell
gleichwertig sind (Senior et al., 1995). Abbildung 1.7 verdeutlicht die Unterschiede der be-
kannten SUR-Sequenzen.

gpSUR2A AHRVSSITDADLVLY LTQ]NGLFSTLVMTHK AF183922
rSUR2A AHRVSSIMOAGLVLV LQHKNGLESTLVMTNK| 1501-1546
hSUR2A AHRVSSIMDAGLVLY FAHKNGIEIFSTLVMTNK 1503-1549
mSUR2A AHRV‘S__SlI EAGLV%V LQHKNGLESTLVMTNK 1501-1546
gpSUR2B AHRVHTILTADLVIV DTPESLLAREEGI%FASFVRADM AF183923
mSUR2B AHRVHTILTADLVIV DTPESLLAQEDGV[FASFVRADM 1501-1546
hSUR2B AHRVHTILTADLVIV| D%PESLLAQENGVFASFVRADM 1503-1549
hSURI1 AHRVHTILSADchIl\/ LIS VIE]ASEVIRAD 1537-1581
rSUR1 AHRVHTILISADLVMY| LIS VIEIAS FVIRAD 1536-1581
maSUR1 AHRVHTILSADLVMY| LIS VIE]ASEFVIRAD 1537-1582
ccSUR1 AHRVHTILISADLVMY| LIS VIE]ASE[VIRAD 1537-1582
gpSURI1 AHR\%ITILSADLVMV LIS V]:“'AﬁWR'AJ| AF183921
dmSUR AHRLTTILDY jRLIV QQLE SVERGLLEKGASKW 2124-2173

Abbildung 1.7

Vergleich der Aminosduresequenz der Carboxyenden von verschiedenen Sulfonylharnstoffe

Von den Sulfonylharnstoffen der Saugetiere sind die letzten 46 Aminosauren des Carboxyendes dargestellt. Bei
der Fruchtfliege sind die letzten 49 Aminosduren gezeigt. Die Rahmen und Kastchen dienen zum leichteren
Vergleich der gleichen oder ungleichen Aminosduren. SUR2A unterscheidet sich von SUR2B in den letzten 42
Aminosduren, SUR1 von SUR2B in den letzten 37 Aminosauren und der Fruchtfliegen-SUR von den SUR der
Saugetiere in den letzten 43. Die Aminosauresequenz von mSUR2A ist zu 98,4% identisch mit mSUR2B. Ein
Unterschied in der Sequenz findet sich nur im dargestellten Carboxyende, der sich durch das mégliche Heraus-
schneiden (aternative splicing) des Exon 38 begriindet. Hingegen |&rt sich der Unterschied zwischen SUR1 und
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den SUR2-Varianten nicht nur auf das carboxyterminale Ende begrenzen. hSUR1 ist mit hSUR2B in der Amino-
sauresequenz zu 67,9% identisch und rSUR1 mit rSUR2A zu 67,2%. Bezuglich der kompletten Sequenz ist hier
die Divergenz kleiner als 1%. Jedoch zeigen die dargestellten Carboxyenden, da? SUR1 viel dhnlicher mit
SUR2B ist as mit SUR2A. Beispielsweise gilt fur die hier abgebildeten menschlichen Carboxyenden: hSUR1 ist
mit hSUR2B zu 75,6% identisch und mit hSUR2A nur zu 37,0%. Die Divergenz betrégt also fast 39%.

Der Fruchtfliegen-SUR unterscheidet sich am deutlichsten von den anderen SUR. Der Vergleich mit der kom-
pletten Sequenz ergibt fir den hSURL eine Identitét von 24,6%, fur das Carboxyende des hSUR1 eine von
47,4%. Damit weisen die Carboxyenden der SUR-Proteine deutliche Unterschiede zueinander auf, die man be-
nutzen kann, um Gen- und Art-spezifische , Primer* zu entwickeln (Mederosy Schnitzler et al., 2000).

(gp: guinea pig Meerschweinchen Cavia porcellus, r: Norway rat Ratte Rattus norvegicus, h: zuman Mensch
Homo sapiens, m: house mouse Maus Mus musculus, ma: golden hamster Goldhamster Mesocricetus auratus, cc:
black-bellied hamster Feldhamster Cricetus cricetus, dm: fruit fly Fruchtfliege Drosophila melanogaster)

Kombinationen

Prinzipiell sind sechs Kombinationen zwischen den verschiedenen a- und b-Unterein-
heiten mdglich. Eine Vermischung der Mitglieder innerhalb der a- und b-Untereinheiten ist
hierbel aul3er acht gelassen (siehe Tabelle).

Tabelle 1

SUR1 SUR2A SUR2B
Kir6.1 — — Glatte Muskulatur *

Kiré6.2 Pankreas & Gehirn | Herz- & Skelettmuskel | Glatte Muskul atur

— hisher nicht kombinierbar

* diese Kombination auf RNA-Ebenein alen Organen

Die Tabelle zeigt, dal? bisher 4 Kombinationsmdglichkeiten als funktionelle Kande vorliegen, und gibt ihr Vor-
kommen an. Aufféllig ist die Organspezifitét in der Verteilung der einzelnen Kombinationen. Aufgrund dessen
spricht man héufig auch vom Herztyp, Pankreastyp oder glatten Muskeltyp bei den Krp-Kanélen.

Die vier bisher kombinierten Katp-Kande Kir6.1/SUR2B (Yamada et al., 1997; Satoh et
al., 1998), Kir6.2/SURL1 (Inagaki et a., 1995a; Nichols et al., 1996), Kir6.2/SUR2A (Inagaki
et a., 1996; Okuyama et a., 1998) und Kir6.2/SUR2B (Isomoto et a., 1996) lassen sich den
nativen zuordnen. Die Eigenschaften dieser vier heterolog exprimierten Kombinationen
gleichen in der Einzelkanalleitfahigkeit, in der Wirkung auf Nukleotide und in dem pharma-
kologischen Verhalten jeweils denen einzelner nativer Karp-Kanaltypen.
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Kir6.2/SUR1 entspricht dem Katp-Kanal der b-Zellen im Pankreas. Auch fir die a-Zellen
in vivo vermutete man einen Katp-Kanal (Rgjan et al., 1993; Ronner et al., 1993), der spéter
ebenfalls as Kir6.2/SURL1 charakterisiert wurde (Bokvist et al., 1999). Kir6.2/SUR2A ist der
in Herzmuskelzellen vorkommende Karp-Kanal. Kir6.1/SUR2B und Kir6.2/SUR2B sind
wohl beide in glatten Muskelzellen exprimiert (Zhang & Bolton, 1996), unterscheiden sich
aber deutlich voneinander in bezug auf Einzelkanalleitfahigkeit und Nukleotidwirkung.
Kir6.1/SUR2B hat im Gegensatz zu den anderen drei kombinierten Karp-Kanaltypen, die
Einzelkanalleitfahigkeiten von ca. 75 pS und ca. 80 pS aufweisen, eine Einzelkanalleitféhig-
keit von ca. 33 pS (nativ ca. 30 pS). Wahrscheinlich bestimmt in erster Linie die a-Unterein-
heit die GrolRe der Kanalleitfahigkeit.

Eigenschaften

Die Kombination Kir6.1/SUR2B féllt zudem noch durch ein untypisches Nukleotid-
Verhaten auf, da erstens bel Wegnahme des intrazelluldren ATPs es nicht zu spontanen
Kanal6ffnungen kommt, wie bei Ohno-Shosaku et al. (1987) beschrieben, zweitens intra-
zelluldres ATP die Offnungswahrscheinlichkeit bei gedffneten Kandlen nicht mindert und
drittens Diphosphatische Nukleotide (NDP) den Kanal 6ffnen. Aufgrund dessen wird er von
den klassischen Katp-Kandlen abgegrenzt und as Kypp-Kanal bezeichnet (Kgioka et al.,
1991; Beech et a., 1993; Nelson & Quayle, 1995; Zhang & Bolton, 1996). Das pharmakolo-
gische Verhalten dhnelt dem der klassischen Katp-Kande (Weston & Edwards, 1992, 1993),
doch Unterschiede lassen sich auch hier finden (Satoh et al., 1998, Fujita & Kurachi, 2000).
In der vorliegenden Arbeit wird mit der Bezeichnung Katp der Kypp einbezogen. Die Hem-
mung Uber ATP bei den klassischen Katp-Kandlen wird in erster Linie Uber die a-Unterein-
heit vermittelt (Tucker et al., 1998; Tanabe et a., 1999). Auch wenn die a-Untereinheit
(Kir6.2) kein Walker-Motiv aufweist, hat sie wie die b-Untereinheit ebenfalls eine Bindungs-
stelle fur ATP, die hoch affin fir den Purin-Ring ist (Trapp et al., 1998; Tucker et al., 1998,
Tanabe et a., 2000). Insgesamt ist die Regulation der Karp-Kandle durch Nukleotide und
Pharmaka auferst komplex und zum Teil sind die Publikationen sogar widersprtchlich (siehe
dazu Isomoto & Kurachi, 1997).

11



Es gibt pharmakologisch entwickelte Kaliumkanal 6ffner aus unterschiedlichen Stoffklas-sen

wiez. B.:

Diazoxid, ein Benzothiadiazin

(Trubeet al., 1986"; Faivre & Findlay, 1989; Standen et al ., 1989")
Rilmakalim, ein Benzopyran

(Englert et a., 1992%; Terzicet al., 1994 ; Gogelein et a., 1998")
Pinacidil, ein Cyanoguanidin

(Escande et al., 1989"; Ashcroft & Ashcroft,1990"; Quayle et al., 1995%)
(Lev-) bzw. Cromakalim, ein Benzopyran

(Escande et al., 1988"; Beech & Bolton, 1989%; Kozlowski et al., 1989")
Aprikalim, ein Carbothioamid

(Eltze, 1989"; Escande et al., 1989 "; Lebrun et al., 1991%)

Nicorandil, ein Pyridin-Derviat

(Kakei et al., 1986"; Garrino et al., 1989"; Kamouchi & Kitamura, 1994%).

Die Derivate des Sulfonylharnstoffs, z. B.:

Glibenclamid

(Fosset et al., 1988"; Niki et a., 1989"; Standen et al., 1989
Tolbutamid

(Trubeet al., 1986"; Belleset al., 1987 ; Quayle et al., 19957,

wirken als Kaliumkanal schlief3er. Aul3erdem beeinfluf3t ein ganzes Potpourri endogener Sub-
stanzen die Katp-Kandle, z. B.: Adenosin (Dart & Standen, 1993), Angiotensin |1 (Kubo et
a., 1997), ,calcitonin gene-related-peptide’ ,, CGRP* (Quayle et a., 1994), diverse Fettsduren
(Kim & Duff, 1990), Lactat und pH (Han et al., 1993), Proteinkinase A (Quayle et al., 1994;
Kleppisch & Nelson, 1995), Proteinkinase C (Bonev & Nelson, 1996) und Phosphatidylino-
sitol-4,5-bisphosphat ,, PIP,* (Hilgeman & Ball, 1996; Baukrowitz et a.,1998).

" Wirkung auf b-Zellen
" Wirkung auf Herzmuskel zellen
# Wirkung auf glatte Muskulatur
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Vorkommen

Wie bereits in Tabelle 1 dargestellt, gibt es ein organspezifisches Vertellungsmuster der
einzelnen Katp-Kanaltypen. Auf der RNA-Ebene konnte folgende organspezifische Vertei-
lung fur das Meerschweinchen Uber RT-PCR ermittelt werden (siehe Abbildung 1.8). Dieses
Ergebnisist in der folgenden Tabelle mit den Ergebnissen friiherer Arbeiten vergleichend dar-
gestellt.

Bp
597—

597 —
433 —

597 —
433 —

433 —
310—

597 —
310—
597—

310—

Abbildung 1.8

Expressionsmuster in verschiedenen Organen des Meerschweinchens

Mittels RT-PCR ermittelte Verteilung der a- und b-Untereinheiten des Krp-Kanals in verschiedenen Organen
SURL war in alen Organen bis auf den Skelettmuskel vorhanden. SUR2A exprimiert im Herzen (Vorhéfe und
Kammern) sowie in der Skelettmuskulatur und in der Haut. SUR2B, Kir6.1 und Kir6.2 konnten in alen Organen
nachgewiesen werden, wobei der Kir6.2 ein deutlich hoheres Expressionsniveau hat in den Organen, in denen
SUR2A exprimiert wird. Die GAPDH-Expression ist fast Giberall gleich stark ausgepragt, was darauf hindeutet,
daid dhnliche Mengen an Gesamt-RNA (120 ng) vorhanden waren. Alle a- und b-Untereinheiten des Kate-
Kanals sind im Herzen (in den Vorhéfen und in den Kammern) vorhanden. (Versuche zur Organverteilung

wurden von Dr. Regina Preisig-Miller durchgefuhrt.)
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Tabelle 2

Vorkommen SUR1 SUR2A SUR2B Kiré6.1 Kir6.2
Gehirn +/+ +/- +/+ +/++ +/+
Herz +/+ +/+ +/++ +/++ +/+
Lunge -/ + o +/+ +/++ +/+
Leber -/t o +/+ +/++ +/+
Pankreas ++/+ —/- +/+ + ++ ++/ +
Milz nb./+ o +/+ n. b./++ nb./x
Niere -/t —/- +/+ +/++ -/t
Magen -/t -/ - +/++ +/++ -/t
Dinndarm —/n.b. —/n.b. +/n.b. +/n.b. —/n.b.
Kolon —/n.b. —/n.b. +/n.b. +/n.b. —/n.b.
Nebenniere —/n.b. n. b./n.b. n. b./n.b. +/n.b. —/n.b.
Hoden —/n.b. n. b./n.b. n. b./n.b. +/n.b. —/n.b.
Eierstock —/n.b. —/n.b. +/n.b. +/n.b. —/n.b.
Gebarmutter n. b./n.b. —/n.b. +/n.b. n. b./n.b. n. b./n.b.
Harnblase n. b./n.b. +/n.b. +/n.b. n. b./n.b. n. b./n.b.
Skelettmuskula -/ - +/+ +/+ +/+ +/+
Haut n.b./+ n.b./++ n.b./+ n. b. /++ n.b./+
Northern/ * RT-PCR/ * RT-PCR/ * Northern/ * Northern/ *
Inagaki et al., Isomoto et al., Isomoto et al., Inagaki et al., Inagaki et al.,
1995¢c 1996 1996 1995a 1996

Links vom Schragstrich steht das Expressionsniveau der K,rp-Untereinheiten, die durch die unten in der Tabelle
erwdhnte Methode und Arbeit ermittelt wurden. Rechts vom Schrégstrich steht das Uiber RT-PCR ermittelte Ex-
pressionsniveau (siehe dazu Mederosy Schnitzler et al., 2000). Grau markiert sind die deutlichen Unterschiede.
—nicht detektierbar, + schwach vorhanden, + exprimiert, ++ stark exprimiert, n. b. nicht bestimmt,

* RT-PCR (Mederosy Schnitzler et a., 2000)

Auffallig sind vor allem die weitgehenden Ubereinstimmungen in Vorkommen und Nicht-
vorkommen, auch wenn die Expressionsniveaus , schwach vorhanden®, ,exprimiert’ und , stark
exprimiert’ unterschiedlich ausfallen.

Die grau unterlegten Unterschiede konnen sich grofdtenteils dadurch erklaren lassen, dal3
im allgemeinen fir die Detektion von RNA die RT-PCR- empfindlicher as die Northern-
Methode ist. Dies gilt besonders fur die Ergebnisse, bel der die RT-PCR eine schwach
vorhandene Exprimierung aufweist (siehe —/ ). Der Unterschied beim Vergleich der Expres-

sionsniveaus beider Methoden bel SURL1 in der Lunge (—/ +) |&f3t sich so sicher nicht mehr
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erkléren. Vermutlich war der Northern-Blot fur SURL nicht sensitiv genug. Die deutlichste
Diskrepanz in der Exprimierung findet sich im Gehirn fir den SUR2A (+ / -). Beide Er-
gebnisse sind mittels RT-PCR gewonnen. Isomoto et al. (1996) konnten allerdings nur im
Kleinhirn der Maus SUR2A nachweisen. Die RNA aus dem Gehirn (einschliefdlich Kleinhirn)

des Meerschweinchens wies keine SUR2A-Transkripte auf (n = 3).

Kate-Kandleim Herzen

Abbildung 1.8 zeigt, dal3 alle Untereinheiten des Katp-Kanals im Herzen (Vorhdfe wie
Kammern) vorkommen. Da der in den Herzmuskelzellen lokalisierte Karp-Kana wahr-
scheinlich aus Kir6.2 und SUR2A besteht (siehe Abschnitt , Kombinationen*), aber die andere
a-Untereinheit und die beiden anderen b-Untereinheiten im Organ auch auftreten, wurde eine
zellspezifische Methode entwickelt. Eine Trennung von einzelnen isolierten Herzmuskel-
zellen und einzelnen Kapillarfragmenten wurde mittels eines hydraulischen Zellpickers (siehe
Abbildung 1.9) etabliert (Preisig-Mller et a., 1999c).

B interval 1 s
pulse ﬂ H H H """""""" open
train
closed

valve
controller electric valve

Off

on

>
D
pulse duration 2
50-200 ms - .
: -\ silicon tubing

’ ‘m/ adjustable

height

A '123 x

sterile polythene tubing
tip diameter 150 pm

petri dis
AN
L] | water

microscope column
objective -

Abbildung 1.9
Hydraulischer Zellpicker

Abbildung A zeigt den hydraulischen Zellpicker an einem Mikromanipulator (M). Das Steuerelement (S) ist im
Hintergrund zu sehen. Ein Gleittisch (G) dient a's Objekttisch des inversen Lichtmikroskops (Zeiss IM 35). Das
elektrisch gesteuerte Ventil (V) und die sterile Polyethylenspitze (P) befinden sich Uber einem im Durchmesser
35 mm grof3en Petrisché chen (N). Der Schlauch zum Einstellen der Wassersaule (W) liegt auf dem Objekttisch.
Abbildung B stellt das Prinzip des hydraulischen Zellpickers dar. Das geschlossene Magnetventil verhindert den
Sog, der durch die Wassersaule von 1 bis 3 cm entstehen wiirde. Durch das kurze Offnen (50-100 ms) wird ein

Sog appliziert, der bei einer Spitzentffnung von ca. 150 um im Durchmesser bis zu 200 nl Flussigkeit aufsaugt.
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Damit kénnen einzelne Herzmuskelzellen und Kapillarfragmente aus der Suspension getrennt aufgesammelt
werden (Naheres bei Preisig-Mller et a., 1999).

Die getrennt aufgesammelten Fraktionen — Herzmuskelzellen und Kapillarendothel — dien-

ten einer Vielzellen-RT-PCR (Preisig-MUller et al., 19993, b). Abbildung 1.10 stellt ein typ-
isches Expressionsmuster fur die Karp-Kanal-Untereinheiten dar.

Capillary fragments

597 —

433 — :
Cardiomyocytes

Abbildung 1.10

Expressionsmuster von a- und b-Untereinheiten fir Herzmuskelzellen und Herzkapillar-
fragmente mittels einer Vielzellen-RT-PCR

Die Kapillarfragmente und Herzmuskel zellen sind aus den Herzkammern vom M eerschweinchen gewonnen. Die
Trennung geschah mit Hilfe eines hydraulischen Zellpickers: etwa 1000 einzelne Herzmuskelzellen und 150
Kapillarfragmente wurden getrennt aufgesammelt. Jeweils ein Drittel der beiden gewonnenen RNA-Fraktionen
werden zu cDNA umgewandelt. Die PCR wurde mit Gen-spezifischen Primern, die Intron-tberspannend sind,
durchgefiihrt, um sie von einer mdglichen genomischen PCR zu unterscheiden (ndheres siehe Mederos y
Schnitzler et al., 2000). Bei Herzmuskelzellen und ebenso bei Kapillarfragmenten konnten jeweils beide a-
Untereinheiten (Kir6.1 und Kir6.2) nachgewiesen werden. SUR1 und SUR2A — aber nicht SUR2B — werden in
Herzmuskelzellen exprimiert. Hingegen ist nur der SUR2B in den Herzkapillaren vorhanden — SUR1 und
SUR2A konnten nicht nachgewiesen werden. Die PCR von Troponin T und Endothelin-1 dienten als Kontrolle
fur die Reinheit der mit dem Zellpicker aufgesammelten Fraktionen. RNA-Troponin T findet sich nur in Herz-
muskelzellen und RNA-Endothelin-1 nur im Kapillarendothel. Damit stellen die beiden PCR fir die jeweilige
Fraktion eine Positiv- wie eine Negativ-Kontrolle dar. Die Versuche wurden von Dr. Regina Preisig-Muller
durchgefihrt.

Das Expressionsmuster fur die Kapillarfragmente zeigte, dal’ die beiden a-Untereinheiten
Kir6.1 und Kir6.2 und SUR2B auf RNA-Ebene vorkommen. Obwohl Karp-Kanédle in

verschiedenen Zelltypen vorkommen, war die Existenz im Endothel fraglich. Die meisten
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el ektrophysiologischen Untersuchungen zum Endothel werden an kultiviertem Endothel von
grol3en Gefalden durchgeftihrt (Nilius et al., 1997). Solche Zellkulturen weisen keine Katp-
Kande auf (Mehrke et al., 1991; Bernd Nilius, mindliche Mitteilung). Andererseits konnten
an frisch isolierten Endothelzellen der Aorta ATP-sensitive Kaliumstréme beobachtet werden
(Katnik & Adams, 1995, 1997). Fur das mikrovaskuléare Endothel ist die Existenz des Katp-
Kanals auch umstritten. Janigro et al. (1993) konnten in Primérkulturen von mikrovaskul&rem
Endothel aus Rattenhirn ATP-sensitive Kaliumstrome nachweisen. Dagegen konnten bei
frisch isolierten Kapillarfragmenten aus dem Gehirn der Ratte keine ATP-sensitiven Kalium-
strome beobachtet werden (mundliche Mitteilung von Heinz Gogelein, siehe auch dazu Popp
& Gogelein, 1992).

An frisch isolierten Herzkapillaren sprachen einige Indizien fur die Existenz von Kate-
Kanden (Langheinrich & Daut, 1997). Der elektrophysiologisch gesicherte Bewels stand

bisher noch aus.
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Material und Methoden

Praparation der Herzkapillaren

Der Meerschweinchen-Stamm aus der ehemaligen Zucht der Bundesforschungsanstalt
TUbingen wurde verwandt (BFA-Zucht, Charles River, Sulzfeld, Deutschland), denn es zeigte
sich, dal3 bei diesem Stamm im Gegensatz zu Albino-M eerschweinchen-Stammen zum einen
die Herzentnahme einfacher und rascher erfolgen kann, weil der GefélRbaum am Herzen
weniger verfettet ist, und zum anderen, weil die gewonnenen Herzkapillaren sowie Herz-
muskelzellen besser aussahen. Es wurden vorwiegend mannliche Meerschweinchen im
Gewichtsbereich von 200 bis 380 g zur Herzentnahme verwendet. Besonders eigneten sich fir
die Messungen an Herzkapillaren Meerschweinchen im Gewichtsbereich von 200 bis 250 g.
In Ubereinstimmung mit den Richtlinien der Tierschutzbehdrde in Giefien (Regierungsprasi-
dium) wurden mit einer kleinen Guillotine die Meerschweinchen dekapitiert, der Brustraum
anschliefiend gedffnet und das Herz sofort herausgenommen. Die Aorta des herausgenom-
menen Herzens wird an einer Kantle tUber eine Klemme befestigt (siehe Abbildung 2.1).
Mittels einer peristaltische Pumpe (Minipuls 3, Abimed-Gilson, Langenfeld, Deutschland)
wurden die Koronarien mit 6 bis 9 ml min™ fluRBkonstant perfundiert. Bei dieser retrograden
Perfusion des isolierten Herzens (Langendorff, 1895; Doring & Dehnert, 1985) schlief3en sich
die Aortenklappen, und die Lésung fliefdt Gber die Koronarostien durch die Koronargefélide.
Das Perfusat verlafdt das koronare Gefél3system tber den Sinus coronarius im rechten Vorhof.
Der koronare Perfusionsdruck konnte dber den Drucksensor (NT143E-100RP, PMT,
Ettringen, Deutschland) und den x-y-Schreiber (SE120, BBC Goerz Metrawatt, Ratingen,
Deutschland) aufgezeichnet werden. Wéhrend der Perfusion war das Herz in einem kleinen
37 °C-warmen Bad eingetaucht. Die Perfusionsldsungen wurden in einem Wasserbad und
Uber einen Wérmeaustauscher auf 37 °C temperiert. Sie wurden zusétzlich mit Sauerstoff
(Messer Griesheim, Frankfurt, Deutschland) Uber die Perlatoren (Fritten: A= 10 mm, Porosi-
tat 3, Schott, Jena, Deutschland) begast. Das isolierte Herz wurde zuerst mit einer physiolo-
gischen Perfusionslésung (135 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 0.33 mM
NaH,PO,4, 2 mM Na-Pyruvat, 10 mM Glukose und 10 mM HEPES; pH 7.4, eingestellt mit
1 M NaOH) perfundiert. Dabel schlug das Herz, und sein Blut wurde ausgespuilt. Durch die

Entnahme des Herzens kommt es zu einer 1schdmie, die dazu fuhrt, dald der koronare Gesamt-
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Abbildung 2.1

Retrograde Perfusion eines M eerschweinchen-Herzens

Die Aorta (A) ist tber ein Bindfaden (B) an einer Kanile (K) angebunden. Der Pfeil gibt den Fluf3 der Per-
fusionsl sung aus dem Wéarmeaustauscher (WA) zur Aorta an. Schlauch (S) fuhrt zum Drucksensor. Das perfun-

dierte Herz wird in das kleine Wasserbad (WB) eingetaucht.

widerstand, und damit der koronare Perfusionsdruck, abféllt. Bei flul3konstanter Perfusion
steigt der koronare Perfusionsdruck normalerweise innerhalb von 10 Minuten auf ca.
80 mmHg (siehe Abbildung 2.2). Dieser Anstieg des koronaren Gesamtwiderstandes kann als
ein Zeichen der Erholung der Herzmuskulatur gedeutet werden. Die weiteren Perfusionen
wurden mit der oben genannten Lésung, bel der aber 10 mM Natriumchlorid durch Kalium-
chlorid &guimolar ersetzt wurden (15mM K* und 125 mM Na“ Endkonzentration), fortge-
setzt. Durch diese L6sung wurde das Herz stillgestellt und der koronare Perfusionsdruck stieg
innerhalb der nachsten 10 Minuten weiter auf ungeféhr 90 mmHg an. Beim stillgestellten
Herzen braucht der Herzmuskel weniger Energie, so dal3 sich die Koronargefélie weiter kon-
stringieren konnen und dadurch der koronare Perfusionsdruck weiter ansteigt. Nach dem
Erreichen des maximalen Druckes wurde fir genau 5 Minuten das Herz mit der nominell

19



|
o
o
]
@)

(=) B
T | '
= y
E 80-
X D
S }
3 60- i\
e -
(7))
£ 404 | E
)
a - !
@
c 20 -
C 1
o i
™

0 o )

5 Minuten
Abbildung 2.2

Retrograde fluf3konstante Perfusion

Der typische Verlauf des koronaren Perfusionsdruck Uber die Zeit von einem exzidierten Herzen eines
M eerschweinchen (Mannchen, Kérpergewicht 226 g) ist dargestellt. A gibt den Zeitpunkt an, bei der das Herz an
die Perfusionsapparatur angeschlossen ist. Durch die Entnahme ist das Herz zu diesem Zeitpunkt ischamisch.
Der Verlauf zwischen A und B zeigt einen raschen Druckanstieg von 45 auf 80 mmHg an, der in en
FlieRgleichgewicht mindet. Dieser Verlauf stellt die Erholungsphase dar, charakterisiert durch die Erhéhung des
koronaren Gesamtwiderstandes, der bei gegebenen konstantem Perfusionsflul? in ein Maximum endet. B gibt den
Wechsel der Perfusionslésungen (von 5mM KCl und 135 mM NaCl zu 15 mM KCI und 125 mM NaCl) an. Der
darauf folgende transiente Druckabfall von ca. 15 mmHg stellt ein Charakteristikum dar. Durch die Erhéhung
des extrazelluldren Kaliums wird in den Gefél3muskelzellen der elektrogene Pumpstrom der Natrium-Kalium-
ATPase erhoht. Dies bewirkt dort eine Hyperpolarisation, die wiederum den Kalzium-Einstrom durch
spannungsabhéngige Kalziumkanél e vermindert. Wenn der Kalzium-Ausstrom sich wahrend dessen nicht andert,
kommt es zur Abnahme des freien intrazellulédren Kalziums und damit zu einer Relaxation der Gefélie und
folglich dem koronarem Druckabfall. Der erhthte Pumpstrom ist aber nur transient, weil es durch den erhéhten
Natrium-Ausstrom zu einer Abnahme des intrazelluldren Natriums kommt, die die Pumprate eben wieder
erniedrigt. Daraus resultiert der anschlief3ende Druckanstieg. Da die Losung kardioplegisch wirkt, erhéht sich
der koronare Druck aus energetischen Grinden um weitere 10 mmHg auf fast 90 mmHg. C gibt den Wechsel
von den bisher immer 1 mM CaCl,-haltigen Losungen zur nominell Kalzium-freien Perfusionslésung an, die
genau 5 Minuten lang verabreicht wird. Sie 16st die kalziumabhangigen Zellverbindungen und fihrt zu einem
Druckabfall auf 60 mmHg, der sich durch den geringeren Kalzium-Einstrom erkléren 1813t Der Ldsungswechsel
D bei dem die Kollagenase-haltige Ldsung perfundiert wird, fihrt zu einen weiteren Druckabfall. Nach 10

Minuten (Zeitpunkt E) wird das Herz aus der Apparatur genommen.
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Kalzium-freéien 15 mM K*-Lésung perfundiert, um die kalziumabhéngigen Zellverbin-
dungen zu l6sen. Danach wurde, um die extrazellulé&re Matrix zu zerstoren, fir weitere
10 Minuten mit der Kollagenase-hatigen Losung perfundiert (nominell Kalzium-freie
15 mM K*-Lésung mit zusstzlich 30 pM Kalziumchlorid und 1.5 mg mi™ CLS-2, Worthing-
ton/Cell Systems, Katharinen, Deutschland oder Collagenase Blend, Type H, Sigma, Deisen-
hofen, Deutschland). Nach dem Kollagenase-Verdau werden die Herzkammern abgetrennt
und in eine Erholungslésung (Isenberg & Klockner, 1982) uberfihrt: 65 mM K-Glutamat,
45 mM KCI, 30mM KH,PO;, 3 mM MgSO,;, 05mM EGTA, 20mM Taurin  und
10 mM Glukose (pH 7.4, eingestellt mit 1 M KOH; 23 °C). Mit einer Pasteurpipette, die eine
Offnung von ca. 3 mm hatte, wurden die zuvor mit einer feinen Schere zerstiickelten Herz-
kammern trituriert. Tropfen von dieser Zellsuspension wurden in Petrischéchen (153066,
A =35 mm, Nunc, Danemark), gefullt mit der Erholungslésung, hineingegeben. Nach etwa
20 bis 30 Minuten wurde die Lbésung in den Petrischdlchen mit der physiologischen
Salzlésung (5 mM K*) ausgetauscht, so dafi3 die nicht festgesetzten Zellen entfernt wurden.
Normalerweise blieben einige wenige Kapillaren fest am Boden des Petrischélchens. Etwa
30 Minuten vor den elektrophysiologischen Untersuchungen wurden die Petrischdchen mit
Desoxyribonuklease (DNAse |, Type 1V, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) inkubiert (350 —
400 Units pro Schéalchen).

Elektrophysiologie

Zur Untersuchung des Kalium-Stromes tber die Katp Kandle an Herzkapillaren wurde die
Patch-Clamp-Technik (Hamill et al., 1981) verwendet. Alle Messungen wurden bei einer
Raumtemperatur von 23 °C mit Hilfe der inversen Mikroskope (zu Beginn Zeiss IM 35 und
spater Olympus 1X 70) innerhalb von 12 Stunden nach dem Uberfiihren der Herzkapillaren-
Suspension in die Petrischdchen vollzogen. Zur Aufnahme wurde zu Beginn der EPC-7
Patch-Clamp-Verstarker (List, Darmstadt, Deutschland) mit einem modifizierten, digitalen
Audio-Cassettenrecorder (Sony, DTC-55ES mit 44.1 kHz Abtastfrequenz) verwendet. Spéter
wurde der Patch-Clamp-Verstarker Axopatch 200B (Axon Instruments, Foster City, USA)
eingesetzt. Mit Hilfe der Analog/Digital-Karte (PCI-MI10-16XE-10, National Instruments,
Munchen) wurden Strom und Spannung digitalisiert und mittels eines von Horst Schneider in
Labview geschrieben Programms dargestellt und abgespeichert. Die gespeicherten Daten
wurden mit einem Tiefpass-Besselfilter gefiltert, dabei waren die Filtergrenzfrequenzen
hochstens halb so grof? wie die Abtastfrequenzen, die zwischen 500 Hz und 5 kHz lagen. Bei
Audiotapeaufnahmen benutzte ich den elektronischen Filter (LPBS-48DG, NPI, Tamm,
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Deutschland) und bei computergespeicherten Aufnahmen ein kleines von Horst Schneider

entwickeltes Analyseprogramm. Alle weiteren Analysen, zum Beispiel die Leitfahigkeitsbe-

stimmungen, wurden mit dem Tabellenkalkulations-Programm Origin 5.0 gemacht. Zum
M ef3standaufbau siehe Abbildung 2.3.

'-.-p.p‘.-.‘

Abbildung 2.3
Mef3stand

Oszilloskop (O), Filter (F), Steuerelement fir Schrittmotoren (S), Verstéker (V), Monitor (Mo) und Ansteuerung
(A) fur die CCD-Kamera (C), inverses Mikroskop (IM), Perfusionssystem (P), Faradayschen Kafig (FK),
Manometer (Ma), Steuerung (St) fir Magnetventile (MV) und Autobatterie (B) dafir, Leistungseinheit fur
Schrittmotoren (L), Kunstmarmor-Tisch (T), Wandbefestigung fir den Tisch (W). Computer und Drucker (hier
nicht zu sehen) befinden sich unterhalb des Oszilloskops und Filters.

Konventionelle Ganzzellableitung

Diese Methode wurde benutzt, um die passiven Eigenschaften der isolierten Herzkapillaren
zu untersuchen. Hierzu wurden dunnwandige Borosilikatglaskapillaren mit Filament
(GB 150TF-8P, Science Products GmbH, Hofheim, Deutschland oder GC 150TF-10, Clark
Elektromedical Instruments, Pangbourne, England) benutzt, die einen Auf3endurchmesser von
1.5 mm haben.
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Die Glaskapillaren wurden mit dem horizontalen Puller (DMZ-Universal-Puller, Zeitz-
Instrumente, Augsburg, Deutschland) gezogen und poliert. Das erstellte Pull-Programm’ mit
zwel Vorpulls und einem zweiphasigen Hauptpull, der schliefdlich die Glaskapillare ausein-
ander reifdt, ergab fur die Patchpipetten GB 150TF-8P einen konstanten Widerstand von
6.1 MW (£ 0.1 MW). Der anschliefiende Hitzepoliervorgang des Pull-Programms &nderte
diesen Pipettenwiderstand nicht. Erhdht sich der Pipettenwiderstand beim Poliervorgang,
heil3t das, die Pipettenspitze ist Uberpoliert und ihre Sealféhigkeit nimmt ab. Zu Beginn der
Experimentierzeit benutzte ich zum Polieren die Microforge (MF-83, Narishige, Tokyo,
Japan), spater nur noch den oben genannten Puller, weil der Puller gleichwertige Polierer-
gebnisse erreichte.

Die Pipettenwiderstande lagen zwischen 5 und 8 MW. Niederohmige Pipetten erwiesen
sich fur das Patchen an Herzkapillaren als ungeeignet. Es konnte niemals mit einer 1.2 bis
3 MW Pipette gesealt werden, wofr vielleicht einfach geometrische Griinde die Ursache sind,
denn mit diesen Pipetten lief3en sich hervorragend Herzmuskel zellen patchen.

Um die Pipettenwidersténde genau einzustellen, reichte es bei dem oben beschriebenen
Pull-Programm aus, nur einen Parameter zu verdndern, namlich die Zeitdauer zwischen dem
Ende des Hauptpulls in der ersten Phase und dem Beginn des Hauptpulls in der zweiten
Phase. Uber diesen als Delay Pull 1 t(F1) bezeichneten Parameter konnten sowohl nieder-
ohmige als auch hochohmige Pipetten erzeugt werden, die sich zum Patchen eigneten. Auch
die beiden Glassorten - Borosilikatgléser von Clark sind weicher als die von Science Products
- konnten so angeglichen werden.

Um die Pipettenkapazitat zu verringern, wurden bei allen konventionellen Ganzzellab-
leitungen (und bei enigen Perforated-Patch-Ableitungen, siehe folgendes Kapitel) die
Pipettenspitzen mit Sylgard (SYLG184, WPI, Berlin, Deutschland) beschichtet. Hierzu wurde
das Sylgard angertihrt (Binder zu Harter 10:1, gewichtsbezogen) und sofort in 1.5 ml
Reaktionsgeféalie aliquotiert. Bel Raumtemperatur liefd ich es etwa eine Stunde lang aushérten,
bis es viskos wurde und Faden zog, um es dann im Gefrierschrank bei —28 °C zu lagern. Ein
Aliquot reichte so fur drei bis finf Experimentiertage; es wurde immer sofort nach Gebrauch
wieder eingefroren, so dal3 sich seine Viskositét kaum anderte. Die Beschichtung erfolgte mit

Hilfe einer kleinen Apparatur unter einem Stereomikroskop (siehe Abbildung 2.4) und einer

" Pull A: Heat H 600, Force primer pull F(TH) 020, Distance treshold S(TH) 017, Delay heat stop t(H) 049,
Distance heat stop s(H) 050, Adjust AD 021, Pull B: Heat H 085, Force primer pull F(TH) 030, Distance
treshold s(TH) 010, Delay heat stop t(H) 030, Distance heat stop s(H) 000, Delay Pull 1 t(F1) 115, Force Pull 1
F1 170, Distance Pull 2 s(F2) 002, Force Pull 2 F2 185, Adjust AD 208
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halbkreisférmig gebogenen Ose. Mit der linken Hand wurde die Glaspipette in einer Klemm-
vorrichtung um die eigene Langsachse gedreht; mit der rechten Hand wurde der Stift mit der
Ose und dem Tropfen viskoses Sylgard gehalten. Ohne mit der Ose die Glaskapillare zu
beriihren, konnte ein Klecks Sylgard aufgetragen werden, der mit der Ose einen Faden
bildete. Dieser Faden wurde durch Drehung der Pipette bis zur Pipettenspitze aufgewickelt.

Abbildung 2.4
Apparatur zur Sylgardbeschichtung

Pipette (P), Gluhfilament (G), Stereomikroskop (S), Beleuchtung (B)

Oft wurde auch einfach die von mir as Kleistermethode bezeichnete Sylgardbeschichtung
verwendet: Ein Klecks wird in die Nahe der Pipettenspitze aufgetragen und mit Hilfe der Ose
nach vorn gezogen, wahrend sich die Pipette dreht. Beide Vorgehensweisen reduzieren die
Pipettenkapazitdt um 2 bis 3 pF. Der grofte Nachteil der Sylgardbeschichtung lag darin, dal3
mit Sylgard beschichtete Pipetten grofere und asymmetrischere Minsken ausbilden as
unbeschichtete, so dal3 vor allem bel der verwendeten steilen, fast senkrechten Pipetten-
halterung die Abbildungsqualitét nachlief? und es schwieriger wurde, die Pipette richtig auf

den Zellkernbereich der Herzkapillare zu positionieren.
24



Die Pipettenl6sung fir die konventionelle Ganzzellableitung war: 45 mM KCI, 100 mM K-
Aspartat, 10 mM EGTA, 1 mM CaCl,, 3mM MgCl,, 2 mM NaATP, 0.1 mM NagGTP und
10 mM HEPES (pH 7.2, eingestellt mit 1 M NaOH).

Perforated-Patch-M ethode

Wahrend bei der Ganzzellableitung der Zellinhalt mit der PipettenlGsung dialysiert wird,
vermeidet die Methode des perforierten Membranflecks (englisch: perforated patch) dieses
Auswaschen des Zellinhaltes, so dal3 z.B. die natirliche Kalzium-Pufferung oder die ATP-
Konzentration der Zelle unbeeinfluf¥ bleibt (Korn et al., 1991).

Um einen elektrischen Zugang zur Zelle herzustellen, wird der gepatchte Membranfleck
nicht aufgerissen wie bel der Ganzzellableitung, sondern mit Hilfe von porenbildenden Mole-
kilen erreicht, die sich in den Membranfleck einbauen (Horn & Marty, 1988). Dazu eignen
sich Nystatin (Korn & Horn, 1989) und Amphotericin B (Rae et al., 1991). Beides sind Anti-
mykotika, die von Streptomyceten synthetisiert werden.

Das GrundgerUst ist ein 38gliedriger Lactonring mit Methyl- und Hydroxy-Substituenten,
einer Carboxygruppe und einem glykosidisch gebundenen Aminozucker. Der Lactonring ist
bei Amphotericin B siebenfach ungesdttigt, bei Nystatin sechsfach. Die Positionen der
Hydroxygruppen sind auch unterschiedlich. Beide bilden in der Zellmembran von Eukaryon-
ten Poren, die vor allem fur Kationen, aber auch fir Anionen wie etwa Chlorid permeabel
sind; impermeabel sind sie fir zweiwertige lonen (Kalzium, Magnesium, Sulfat).

Die Poren haben einem Durchmesser von 8 A und sind damit gerade noch durchlé&ssig fiir
Glukose, aber nicht mehr fir Molekile Uber 200 Dalton. Zusammengefaldt bedeutet dies, dal3
ale wichtigen intrazelluléren Botenstoffe und Puffersysteme nicht Gber diese Porenbildner
herausflief3en kdnnen.

Die Perforated-Patch-Ableitung zeigt gegeniber der Ganzzellableitung einen deutlich
hoheren Zugriffswiderstand. Damit besteht die Gefahr, dal3 das geklemmte Pipettenpotential
nicht dem Potential der Zelle entspricht, well Uber diesen Widerstand eine Spannung abfallt.
Nystatin erzeugt einen relativ hohen Zugriffswiderstand von etwa 20-50 MW, wéhrend
Amphotericin B einen von etwa 3-10 MW bewirkt. Aus diesem Grunde wurde Amphoteri-
cin B fur die Perforated-Patch-Ableitungen benutzt. Hierzu wurden dinnwandige, filament-
frele Borosilikatglaskapillaren (GB 150T-8P, Science Products GmbH, Hofheim, Deutschland
oder GC 150T-10, Clark Elektromedical Instruments, Pangbourne, England) mit einem
AulRendurchmesser von 1.5 mm verwendet.
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Die Glaskapillaren wurden ebenfalls mit dem horizontalen Puller (DMZ-Universal-Puller,
Zeitz-Instrumente, Augsburg, Deutschland) gezogen, poliert und sofort weiter verwendet. Mit
einer kleinen Apparatur (siehe Abbildung 2.5) wurde die fertig gezogene und polierte Glas-
kapillare mit Amphotericin B-freier Pipettenldsung gefiillt. Hierzu wurde an der Ruickseite der
Glaskapillare ein Unterdruck Uber eine 50 ml Perfusorspritze angelegt, und mittels eines
mechanischen Dreiwegemanipulators wurde die Spitze der Glaskapillare in den frisch
gefilterten Tropfen der Amphotericin B-freien Pipettenlosung eingetaucht. Die Zusammen-
setzung der Amphotericin B-freien Pipettenlésung war folgendermal3en: 45 mM KCl,
100 mM K-Aspartat, 1 mM MgCl,, 0.5 mM EGTA und 10 mM HEPES (pH 7.2, eingestellt
mit 1 M NaOH).

Abbildung 2.5
Apparatur zur Pipettenfillung

Stereomikroskop (S), Beleuchtung (B), Filter (F) fir Pipettenldsung, Pipette (P), Perfusorspritze (PS) fur den
Unterdruck

Unter einem Stereomikroskop wurde die Kapillarspitze zwischen 400 und 500 um hoch
gefullt. Diese Hohe reichte aus, um gentigend Zeit fr die weiteren Schritte an der Zelle bis
zur Sealbildung zu haben, denn es sollen wéhrend der Sealbildung noch keine
Amphotericin B-Molekile nach vorne an die Spitze diffundiert sein. Die ruickseitige Fullung
mit der Amphotericin B-haltigen Pipettenldsung wurde mittels einer lichtgeschitzten Spritze

und einer damit verbundenen dinnen und flexiblen Kapillare (MicroFil 34 AWG, World
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Precision Instruments, Sarasota, USA) durchgefiihrt. Die Amphotericin B-haltige Lésung
wurde zuvor mit einem Ultraschallbad behandelt, damit sich das Amphotericin B gut |6st. Die
Endkonzentration des Amphotericin B war 300 pg/ml. Die Stammldsung, die taglich frisch
angesetzt wurde, wies 20 mg/ml Amphotericin B in DM SO auf. Das Donnan Potential Uber
dem perforierten Membranfleck, das durch die nicht permeablen Proteinanionen der Zelle ent-
steht, wurde fir diese Pipettenldsung als vernachléssigbar klein (< 1 mV) angenommen. Die
Perforation des Membranflecks geschah in der Regel kurz nach der Sealbildung und erreichte
ihr Gleichgewicht innerhalb von 5 bis 10 Minuten (siehe Abbildung 2.6).
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Abbildung 2.6
Zeitverlauf der Perforation durch Amphotericin B nach der Sealbildung

Die Wirkung von Amphotericin B auf die Stromantwort von sich wiederholenden Spannungsrampen ist darge-
stellt. Die Sealbildung ist zum Zeitpunkt O geschehen. Der Anstieg der Strommaxima kann als Einbau der poren-
bildenen Amphotericin B-Molekilen in den Membranfleck angesehen werden. Ab der 6. Minute findet eine
Séttigung der Strommaxima statt - der maximale elektrische Zugriff durch die eingebauten Amphotericin B-
Molekile ist erreicht.

Offsetpotential

Nach dem Eintauchen der Patchpipette mittels Mikromanipulator wurde das Offset-

potential korrigiert. Es handelt sich hier um ein Potential, das an den Ubergéangen innerhalb
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der Mef3kette Silberdraht-Pipettenl 6sung-Sal zl 6sung im Bad-Referenzel ektrode gebildet wird.
Die Korrektur wurde folgendermal3en vorgenommen: Die Patchpipette wurde in die Nahe der
zu messenden Kapillare gefahren — etwa 5 bis 10 um tber der Zelloberflache — und war so
noch niederohmig mit dem Bad verbunden. Jetzt wurde die Nullpunkteinstellung vorgenom-
men, das hellét, es wurde ein Potentia appliziert, bel dem kein Strom zwischen Patchpipette
und Referenzelektrode fliefdt, und dies wurde dann als Nullpotential definiert. Dieses geschah
beim EPC-7 im dafir vorgesehenen Search-Modus oder beim Axopatch 200B im aquivalen-
ten Track-Modus. Man muf3 aber nicht diese besonderen Funktionsmodi verwenden, sondern
kann einfach in diesem Fall im Stromklemm-Modus — beim EPC-7 ,,CC* und beim Axopatch
200B , 1=0" — das Offsetpotential korrigieren. Diese Vorgehensweise der Offset-Korrektur
korrigiert aber nicht das Liquid-Junction-Potential.

L iquid-Junction-Potential

Das Liquid-Junction-Potential ist ein Ubergangspotential, das zwischen verschiedenen
Elektrolyten, beispielsweise der Pipettenldsung und der Salzlésung im Bad, entsteht (Barry &
Lynch, 1991). Die Membranpotentiale und Klemmpotentiale sind mit den jewelligen Liquid-
Junction-Potentialen erst in der Auswertung korrigiert worden. Das Liquid-Junction-Potential
wurde fir die beiden verwendeten Pipettenltsungen direkt gemessen. Dazu muldte eine
Referenzelektrode mit 3 M KCI und Agarbriicke hergestellt werden. Die Messung des Liquid-
Junction-Potentials kann nur mit dieser Referenzelektrode erfolgen, und sie beginnt, indem
eine Patchpipette in ein Bad mit derselben Pipettenl 6sung getaucht wird. Das Offsetpotential
muf3 dann auf Null gestellt werden (Search-, Track- oder I=0-Modus sind hier zu verwenden).
Nach der Nullpunkteinstellung wird die Pipettenlésung im Bad durch die physiologische Salz-
|6sung ausgetauscht, und es kann dann in den oben genannten Modi das Liquid-Junction-
Potential abgelesen werden (Achtung: Vorzeichen des Liquid-Junction-Potentials andert sich
bei Ganzzellableitungen). Die bisher genaueste Anleitung fur die Bestimmung des Liquid-
Junction-Potentials ist von Erwin Neher verfaldt (Neher, 1992). Fur die Perforated-Patch-
Ableitungen beispielsweise wurden die Liquid-Junction-Potentiale gemessen, + 8.0 mV bel
der physiologische Salzlésung (5mM K*) und +3.7mV bei der Hoch-Kaliumlosung
(140 mM K*).
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Mikromanipul ator

Anfanglich wurde mit dem hydraulischen Mikromanipulator (M-103, Narishige, Tokyo,
Japan; kleinste Schrittweite 2 um) die Patchpipette bewegt. Dabel zeigte sich, dal3 die
Anngherung an die Membranoberfléache der Zellkernbereiche von den Herzkapillaren zur
Sealbildung nicht fein genug gelang. Bel Herzmuskelzellen war dies kein Problem, und es
konnte gut gesealt werden. Spéter verwendete ich einen mit Schrittmotoren versehenen
Mikromanipulator (PatchMan, Eppendorf, Hamburg, Deutschland; kleinste Schrittweite
157 nm), der ein kontrolliertes Anndhern an die Zelloberflache ermdglichte, und damit
erlangte ich den besten Abstand zur Sealbildung. Beide Mikromanipulatoren wurden direkt an
dem Objektivtisch des Mikroskops befestigt, damit eventuelle mechanische Schwingungen
oder Erschiitterungen sich gleichférmig auf das zu messende Prgparat und die Pipettenspitze
auswirken und keine Relativbewegung entstehen konnen. Aus den genannten Griinden wurde
neben der kurzen und festen Verbindung zwischen Mikromanipulator und Objektivtisch
darauf geachtet, dal3 nur kleine Hebel zwischen den drel Achsen des Manipulators und dem

Vorverstérker (englisch: head stage oder probe) vorhanden waren (siehe Abbildungen 2.7 und

2.9).

{
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Abbildung 2.7
Befestigung des EPC-7 Vorverstarkers

Die 3 Achsen (X, Y, Z) des hydraulischen Mikromanipulators sind drehbar auf einer festen Achse (A),die fest
Uber einen Aufbau (Auf) an den Objektivtisch (O) befestigt ist, verbunden. An der z-Achse (2) ist der Vorver-
stérker (Ver) tUber ein Winkelstiick (W) befestigt. Das Petrischélchen (P) sitzt im Gleittisch (G).
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Unterbau

Ein schwerer Kunstmarmor-Tisch (L x B x H: 80 cm x 76 cm x 6 cm) diente als Unterlage
fur das Mikroskop, das, ,fest” durch sein Eigengewicht, Uber eine Dreipunktunterlage mit

dem Tisch verbunden war — die vier Gummififie des IX 70 Mikroskops wurden damit tiber-

&

=

Abbildung 2.8
M ef3aufbau

Die Schrittmotoren (SM) sind direkt an den Objektivtisch (O) befestigt. Y-Achsen-Motor (Y, hier nicht zu er-
kennen) befindet sich unterhalb des Objektivtisches. Am Schrittmotor fir die x-Achse (X) ist der Vorverstéarker
(Ver) befestigt. Das Perfusionsystem ist aus Perfusorspritzen (P) als Vorratsgefalie, mit Magnetventilen (V) und

Schlauchen (S), die zur Mef3kammer fihren, aufgebaut. Das Petrischélchen sitzt im Gleittisch (G). Die Magnete
(M) klemmen Uber einen Federstahl die Mef3kammer fest auf den Boden der Petrischale.

brickt. Dieser Tisch wurde Uber eine fest verschwelldte Stahltréger-Konstruktion (40 mm
Vierkant-Rohr) mit vier pneumatischen Schwingungsdampfern (Vibrationsisolator - maximal
4 bar, 4.2 Hz Eigenfrequenz, Luigs & Neumann, Ratingen, Deutschland) an eine tragende
Wand (Altbau) aufgehéngt (siehe Abbildung 2.3). Diese Aufhangung ertbrigte den Kauf
eines kommerziellen Tisches mit aktivem Rickkopplungsausgleich, den man fir den im

Labor vorhandenen Hol zfulfboden hétte el nsetzen missen.
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Sealbildung

Meistens wurde auf die Patchpipette ein Uberdruck von 10 cm Wassersiule gegeben, um
ein Verschmutzen der Pipettenspitze wahrend des Eintauchens in die Salzlésung zu verhin-
dern. Da die Patchpipetten fast senkrecht gefihrt waren (nicht mehr als 20 ° zur Senkrechten),
brauchte man den Uberdruck eigentlich nicht, denn die Pipettenldsung in der Kapillare bildete
eine Wassersaule von dber 3cm. Dies ist ausreichend fur ein Herausflief3en der Pipettenl 6-
sung, damit die Pipettenspitze nicht verstopft oder verschmutzt wird.

Das Bewegen der Patchpipette in der Salzldsung geschah unter Sichtkontrolle. Beim Zeiss
IM 35 wurde die Abwartsbewegung der Patchpipette zur Zelloberflache - die letzten Mikro-
meter vor der Sealbildung - noch direkt tUber das Mikroskop kontrolliert (400fache Gesamt-
vergrofRerung). Beim Olympus I X 70 hingegen wurde mit Hilfe der CCD-Kamera (KAMOZ2E,
EHD, Damme. Deutschland) und dem Schwarz-Weif3-Monitor (MON12HR, EHD, Damme,
Deutschland) die Abwartsbewegung bei einer 600fachen Gesamtvergrof3erung verfolgt. Dies
erleichterte die Beobachtung des Anndherns der Pipettenspitze an die Zelloberflache immens.

Anzumerken ist, dal3 man mindestens eine 400fache Gesamtvergrofderung braucht, um die
Qualitét der praparierten Kapillaren einzuschétzen. Vor allem die Zelloberflache und die Zell-
grenzen sind wichtige Qualitétsmerkmale, die etwas Uber die Wahrscheinlichkeit der Sealbil-
dung aussagen. Beim letzten Mikrometer des Anndherns wurde die Stromantwort auf den
Sealpuls im Spannungsklemm-M odus (Rechtecksprung von -5 mV 125 ms lang nach +5 mV
125 ms lang und wieder nach -5 mV) beobachtet. Die Stromamplitude durfte beim letzten
Annéhern nicht kleiner als 80% des Anfangswerts sein, um eine gute Sealbildung zu erhalten.
Selten bildete sich, wenn der Uberdruck von der Pipette genommen wurde, spontan ein Seal.

In der Regel konnte erst durch vorsichtiges Ansaugen ein Seal gebildet werden.

Referenzel ektrode

Als Referenzelektrode wurden selbst hergestellte  Silber-Silberchlorid-Elektroden
verwendet (siehe Abbildung 2.9). Ein ca. 4 cm langer Silberdraht (4 = 300 um) wurde in
150 mM Kaliumchlorid-L6ésung getaucht, die an die Kathode einer Gleichspannungsguelle
angeschlossen war — der Silberdraht an die Anode. Die Chlorierung wurde zwischen 100 und
150 pA bei ca. 1.5V fir ca eine Stunde vorgenommen. Die Silberchlorid-Beschichtung hielt
3 bis 4 Wochen. Hohere Chlorierungsstrome bildeten eine nicht so haltbare Silberchlorid-
Beschichtung. Das blanke Ende des chlorierten Silberdrahtes wurde mit einem vergoldeten
Adapterstift  (isolierter  Lotstitzpunkt: ,,MicroPAT, TWAK-Elektronik, Dusseldorf,
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Deutschland) verbunden und elektrisch mit dem 2-Komponenten-Epoxidharz-Kleber (, plus
endfest 300“, UHU, Buhl, Deutschland) und einem ca. 3 mm langen Polyethylen-Schlauch
(MED-PE-Mikroschlauch 28479, A5 =0,86 mm, A,=152mm, Reichelt, Heidelberg,
Deutschland) isoliert. Ein weiterer 5cm langer Polyethylen-Schlauch (4 = 1.45 mm,
A = 1.8 mm) wurde mit 150 mM KCI Losung grofenteils gefillt und ein Ende in 3%igen
Agar (3 g Agar-Agar und 97 ml 150 mM KCI) eingetaucht, damit die Referenzelektrode eine
Agarbricke besitzt, um die Chloridkonzentration der Elektrode konstant zu halten und um die
giftigen Silberionen vom Préparat fernzuhalten. Dieser so gefillte Schlauch wird tber den
chlorierten Silberdraht gestilpt und tber den kleineren Schlauch gezogen. Fertige Referenz-
elektroden wurden, um sie vor Austrocknung zu schiitzen, in 150 ml KCI-Losung getaucht
und im Khlschrank aufbewahrt.

Als Alternative neben der eben beschriebenen elektrochemischen Chlorierung kann eine
chemische Chlorierung vorgenommen werden. Hierzu wird ein Silberdraht, der vorher mit
technischem Azeton gereinigt worden ist, fir 3 Minuten in eine Ldsung von 25 g Eisen-111-
chlorid in 100 ml 10%iger Salzsdure getaucht. Anschlief3end wird der Draht mit 10%iger
Salzsdure gereinigt und mit destilliertem Wasser gesplilt.

Eine Silberchlorid-Beschichtung kann mit 10%iger Ammoniak-L6sung aufgel st werden,
so dal3 gebrauchte Elektroden recycelt werden konnen.

Abbildung 2.9
Referenzel ektrode

Referenzelektrode mit Agar-Briicke (AB), vergoldetem Adapterstift (AS), Polyethylen-Schlauch (PE) und einem
ca. 4 cm langer chlorierter Silberdraht in 150 mM K CI-Lésung (Mef3balken: 1 cm)
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Pipettenhalter und Rauschen

Der Pipettenhalter hat die Aufgabe, die Patchpipette sicher und stabil zu fixieren, die
elektrische Verbindung zur Headstage herzustellen und schlief3dlich das Anlegen eines Unter-
bzw. Uberdrucks zu ermdglichen. Besonders wichtig in meinem Fall war, daR die Patch-
pipette auch kein mechanisches Spiel hatte, wenn von Uberdruck (oder von , Nulldruck®) zu
Unterdruck gewechselt wurde. Dieser Wechsel geschieht bel der Sealbildung oder beim
Ubergang in den Ganzzellableitmodus und kann die Erfolgsguote fiir Messungen an Kapilla-
ren stark erniedrigen. Im Laufe der Zeit wurde der Pipettenhalter beziglich Stabilitdt und
Rauschen verbessert (siehe Abbildung 2.10). Anfanglich wurde der Halter A fur den EPC-7
eingesetzt; dieser wurde dann fir den Axopatch 200B angepal’t (Halter B) und weiter ent-
wickelt (Halter C, D, E).

Tabelle 3

Halter Material Druckschlauch | Verbindung-| Dichtung Gewicht | Rauschen
-anschluf Silberdraht [a] [fArms]

A Messing, Teflon Stahlrohr Lotzinn Gummiring 6.4

B Messing, Teflon Stahlrohr Lotzinn Gummiring 9.0 87

C Messing, Teflon Messing Quetschung | Teflonhiilse 7.0 72

D Polycarbonat, Teflon | Polycarbonat | Quetschung | Teflonhiilse 2.6 10

E Polycarbonat, Teflon | Polycarbonat | Quetschung | Teflonhiilse 35 8

Halter A und B haben einen O-Ring aus Gummi zur Dichtung und weisen ein mechani-
sches Spiel auf. Dieser Gummiring wurde durch eine Hilse aus Teflon ersetzt, die ca. 8 mm
lang und 1.8 mm im AufRendurchmesser ist. Die Teflonhllse ist an beiden Enden konisch und
sitzt wie der Gummiring in der Verschraubung. Durch Anziehen der Verschraubung pressen
sich jeweils die beiden Konusse ringformig um die Patchpipette, so dal3 die Patchpipette an
zwei Stellen fest fixiert ist. Damit war fUr die Patchpipetten in den Haltern C, D und E ein
spielfreier Sitz gewéhrleistet.

Bel der Entwicklung stellte sich zusétzlich heraus, dal3 metallene Pipettenhalter erheblich
mehr Rauschen aufweisen al's Pipettenhalter aus Plexiglas oder Polycarbonat. Dies liegt daran,
dal? metallene Halter als Empfangsantenne fir elektromagnetische Felder wirken. Erst extrem
kleine metallene Halter (Benndorf, 1995) ermoglichen ein sehr gutes Signal-Rausch-
Verhdtnis, weisen aber daflr keine gute mechanische Stabilitét auf. Solche sollten dann aus

Feinsilber und nicht aus Messing hergestellt werden.
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Auch die Verbindung chlorierter Silberdraht zur Headstage wurde dahingehend verandert,
dal? die gel 6tete Verbindung durch eine Quetschverbindung ersetzt wurde. Dies fiihrt zu einer
Verringerung des Rauschens der Thermospannung am Kontakt. Die Abbildung 2.11 zeigt das
Rauschen mit den einzelnen Komponenten.

'

Abbildung 2.10
V erwendete Pipettenhalter

Halter A wurde fur den EPC-7 eingesetzt; Halter B-E wurden beim Axopatch 200B verwendet. Eigenschaften zu
den Haltern siehe Tabelle Seite 33. Melfbalken: 1 cm

Statt eines normalen ,,nackten“ Silberdrahts fur den Pipettenhalter hat sich ein Teflon-
ummantelter Silberdraht (AGT1010, Z£= 0.25 mm, WPI, Sarasota, USA) bewdahrt. An ihm
werden nur die letzten 2 mm von der Teflonummantelung entfernt und dann chloriert. Er hielt
in der Regel 3 bis 4 Wochen, wéhrend der nackte Silberdraht jeden Tag neu chloriert werden

mufdte, weil durch das Wechseln der Patchpipetten die Silberchlorid-Beschichtung abgekratzt
wird.

Perfusionssystem

Das Perfusionssystem wurde selbst gebaut (siehe Abbildung 2.8). Hierzu wurden fir die
verschiedenen Salzlésungen 50 ml Perfusorspritzen als Vorratsgefél3e benutzt. Die Spritzen-
ausgange waren Uber die Schlduche (Silikonschlauch fur das Magnetventil A = 0.8 mm,

A=1.6mm, Anderson, Dortmund, Deutschland und MED-PE-Mikro-Schlauch 28471,
34



A& =058mm, A&,=0.96 mm, Reichelt, Heidelberg, Deutschland) mit der Meflkammer
verbunden. Mit Hilfe der Magnetventile (Miniaturquetschventil, 161P011, 12 V, stromlos ge-

schlossen, Anderson, Dortmund, Deutschland) konnten die verschiedenen Salzl Gsungen tber
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Abbildung 2.11

Rauschen

Die oberen 4 Spuren (Graph A) zeigen das Rauschen mit einem 5kHz Besselfilter und einer 10 kHz
Digitalisierung, die unteren 4 Spuren (Graph B) mit einem 1 kHz Besselfilter und einer 2 kHz Digitalisierung.
Alle Stromspuren sind im Patch-Modus bei 50 mV/pA im ‘open-loop’ in Mef3position aufgenommen. Die Werte
in Klammern sind die mittels eines internen Butterworth-Bandpassfilter (30 Hz — 5 kHZz) gemessenen Rausch-

werte. Alle Werte sind als, root mean square’ angegeben.
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ein Schaltpult an- und abgeschaltet werden. Als Stromversorgung wurde eine Autobatterie
(12V / 36 Ah) in den Faraday‘schen Ké&fig eingebaut. Die allein durch Gravitation verur-
sachte Perfusion der Mef3kammer war charakterisiert zum einen durch die Perfusionsrate von
250 pl pro Minute und zum anderen durch den Lésungswechsel von 32 Sekunden (Zeitdauer
des volligen Austausches von der Hochkalium- zur physiologischen [5 mM K*] Salzlésung).
Bel diesem Schlauchsystem reichte eine Wassersaule von etwa 11 cm aus, bel den friher ver-
wendeten Schlauchsystemen mit dem englumigen Schlauch (PV C-Mikro-Pumpenschlauch
27148, /A& =0.25mm, A& = 2.07 mm, Reichelt, Heidelberg, Deutschland) eine von 32 cm.
Das Absaugen geschah mit einer rechtwinkelig gebogenen Glaskapillare tiber eine Peristaltik-
pumpe (12 V, Eigenbau, Physiologie, Minchen).

M el3kammer

Aus Plexiglas wurde eine Mel3kammer hergestellt (siehe Abbildung 2.12), die einen Kanal

Abbildung 2.12
M efzkammer

Referenzelektrode (R), Perfusionsschlduche (P), Kana (K), Rundfrasung (RF), Bohrungen fir den Federstahl
zur Klemmung (B), Mef3balken: 1 cm

(LxBxH: 25mm x 1.3 mm x 1.0 mm; effektive Kanallange: 11 mm) bildet. Die Mef3kam-
mer besitzt 8 vertikale Bohrungen fir die Perfusionsschlduche und eine fir die Referenzel ek-
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trode, die mit dem Kanal verbunden sind. Diese Mel3kammer hat die Vortelle, dal3 die Bad-
perfusion im Kanal anndhernd laminar ist, fast keinen Totraum beim Losungswechsel vor-
handen ist, die Referenzelektrode nah an der zu messenden Herzkapillare positioniert ist und
gute optische Verhdtnisse bietet. Oberhalb des Kanals befindet sich eine Rundfrésung, so daf3

keine Kanten vorhanden sind, an denen Tropfen hangen bleiben kénnen.

Pipettenkapazitéat

Eine notwendige Voraussetzung fir die Bestimmung der Membrankapazitét ist die Kom-
pensation der Pipettenkapazitét. Bei alen von mir vorgenommenen Messungen wurde die
Pipettenkapazitat im cell-attached-Modus kompensiert. Dazu wurden die Stromtransienten als
Folge einer Rechteckspannung (£5 mV, Pulsdauer: 125 ms) minimiert, beim EPC-7 mit , C-
Fast“ und beim Axopatch 200B mit der ,, pipette capacitance compensation®.

M embrankapazitats-Bestimmung

Dieser Abschnitt soll die Methode verdeutlichen, die zur Kapazitatsbestimmung verwendet
wurde. Die Stérke dieser Methode liegt vor alem darin, dal3 der/die Anwenderln nicht nur
einfach einen Mefl3wert fir die Membrankapazitdt erhdlt, sondern auch sofort sieht, wie gut
er/sie den Ganzzellableitmodus an einer Zelle etabliert hat. Zudem kann der/die Anwenderin
seine manuelle (zum Beispiel beim EPC-7 oder beim Axopatch 200B) oder die automatische
(wie zum Beispiel beim EPC-9) Kapazitdtskompensation Uberprifen und bewerten. Es wer-
den Spannungsrampen appliziert wie in Abbildung 3.1. Beim Wechsel der Rampen kommt es
durch den Lade-Effekt zu einem instantanen Stromsprung. Dieser Stromsprung ist ein Mal3
fUr die Membrankapazitét.

Allgemein gilt: Die Kapazitét C l&’t sich als Quotient aus Ladung Q und Spannung U
ausdriicken. Das an der Membran abfallende Potential ist in der Regel nicht exakt bekannt,
weil die Membran auch ohne ein extern angelegtes Potential aufgeladen sein kann und
zusétzlich ein Diffusionspotential an der Pipettenspitze auftreten kann. Deswegen betrachtet
man die differentielle Kapazitdt C =dQ/dU, und dies bedeutet flr eine Spannungsrampe:
dU/dt = (dQ/dt)/C. Da dQ/dt der Strom | ist, gilt C = 1/(dU/dt). Beim Wechsel einer Aufwérts-
rampe von +500 mV/s zu einer Abwartsrampe von -500 mV/s kommt es zu einem
Spannungswechsel dU/dt von 1V/s. Folglich bedeutet ein resultierender Stromsprung von
100 pA eine Kapazitdt von 100 pF. Das betrachtete dU/dt ist hierbei die Anderung des

Spannungsabfalls Uber die Zellmembran. Wenn der Zugriffswiderstand R, nicht wesentlich
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kleiner ist als der Membranwiderstand R, der abgeleiteten Zelle, muf3 der Spannungsabfall an
der Membran Uy, dahingehend korrigiert werden: dU,/dt = (dU/dt) * R/(Rn+R;). Da bel den
von mir gemessenen Herzkapillaren der Membranwiderstand immer mindestens 100mal
hoher als der Zugriffswiderstand war, wurde R, vernachl&ssigt.

Die Stromspriinge wurden zum einen Uber ein Strom-Spannungs-Diagramm dargestel It
und ausgemessen, er konnte aber auch Uber einen , standard least-square fit* im Origin 5.0
ermittelt werden. Zwischen den beiden Auswertungen konnten keine signifikanten Unter-
schiede festgestel It werden.

Wahrend der Messung konnte die Membrankapazitédt schnell anhand des Stromverlaufs auf
+3 pF abgeschétzt werden. Diese Methode war nitzlich zur Analyse der Qualitéat der Ganz-
zellstrommessung. Die Merkmale hierzu sind die Steilheit des Stromsprunges und der dann
folgende Stromverlauf. Rechteckspannungsspriinge, die zu exponentiell abklingenden Strom-
antworten fuhren — hier wird Uber die Stromamplitude Ip und die Abklingzeit t die Membran-
kapazitéat bestimmt (t = R*C mit R = Ug/lp) — sind fur die sofortige Einschéatzung der Qualitét
der Ganzzellableitung unguinstig.

Lucifer Y dlow-Anférbung

Mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Lucifer Yellow (L-0144, Sigma, Steinheim, Deutschland)
wurden mittels konventioneller Ganzzellableitung die Kapillarfragmente angefarbt. Zur Pipet-
tenldsung fur die Ganzzellableitung wurden 0.5% Lucifer Y ellow dazugegeben und mit Hilfe
eines Ultraschallbades in Lésung gebracht. Bei der Fullung der Patchpipette wurde diese L6-
sung Uber ein 0.22 um Filtereinsatz (Millex-GS, Millipore, Bedford, USA) gefiltert. Nach der
Etablierung des Seals wurde 10 Minuten lang der Ganzzellmodus aufrechterhalten. Wéhrend
dieser Zeit wurde der Farbstoff nicht angeregt. Die Patchpipette wurde dann rasch aus dem
Bad entfernt, und der Farbstoff wurde erst dann mit einer Quecksilberdampf-Lampe angeregt.
Zur Anregung des Fluoreszenz-Farbstoffs wurde ein Filter verwendet, der zwischen 460 und
490 nm durchlassig ist. Die maximale Absorption von Lucifer Yellow liegt bei 426 nm, so
dal? mit diesem Filter nicht optima angeregt wurde, aber diese tellweise Anregung reichte
trotzdem vollig aus. Die Fluoreszenz-Emission — die maximale Emission von Lucifer Yellow
liegt bei 531 nm — wurde Uber einen Filter, der die Wellenlangen von 515 bis 550 nm durch-
|al3t, Gber die CCD-Kamera (KAMO2E, EHD, Damme, Deutschland) aufgenommen. Mittels
des ,,on-board frame-grabbers’ (PowerMacintosh 7500) und der exzellenten Software (NIH-
Image 1.6.1) wurden die Bilder digitalisiert und abgespeichert. Um sicherzugehen, dal3 der
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Farbstoff nicht doch noch weiter diffundierte, wurde die Fluoreszenz-Emission noch zweimal

in 10 Minuten-Abstéanden tber die CCD-Kamera aufgenommen.

Zusammensetzung der Salzl 6sung

Physiologische Salzlésung (5 mM K™):
135 mM NaCl, 5mM KCI, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 0.33 mM NaH,PO., 2mM Na-
Pyruvat, 10 mM Glukose und 10 mM HEPES; pH 7.4, eingestellt mit 1 M NaOH

Hoch-Kaliumlésung (140 mM K™)

140 mM KCI, 1mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 0.33 mM NaH,PO,;, 2 mM Na-Pyruvat,
10 mM Glukose und 10 mM HEPES; pH 7.4, eingestellt mit 1 M NaOH

Pharmaka und Salze

Bis auf den Kaliumkanal6ffner Rilmakalim (HOE234, Aventis, Frankfurt) sind alle ver-
wendeten Salze und Pharmaka von Sigma (Steinheim, Deutschland).
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Ergebnisse

Als erstes mdchte ich kurz auf die Eigenschaften der praparierten Herzkapillaren eingehen,
dann auf ihre passiven elektrischen Eigenschaften und schlief3lich auf die Ergebnisse zu den
Untersuchungen ihres K atp-Stromes.

Die préparierten Herzkapillaren, eigentlich Telle bzw. Fragmente der Herzkapillaren,
erwiesen sich als hochst schwierig zu messende Objekte. Hauptséchlich liegt dies daran, dal3
die Membranoberfl&che nur teilweise frei von der Basalmembran ist. Eine weitere Schwierig-
keit liegt darin, dal3 die Wande der Kapillaren extrem dinn sind (ca. 1 pum). Zudem ist die
Flache, auf der ein Seal etabliert werden kann, relativ klein (kleiner als 5 um im Durchmes-
ser). Die hochste Erfolgsquote lag genau in der Mitte des Kernbereichs. Aul3erhalb des Kern-
bereichs konnte ich niemals ein Gigaseal erreichen.

Passive elektrische Eigenschaften

Da die zu messenden Kapillaren aus mehreren Zellen bestehen, wurden konventionelle
Ganzzellableitungen durchgefihrt, um die Membrankapazitdt des Kapillarfragments genau zu
bestimmen. Eine représentative Messung ist in Abbildung 3.1 dargestellt, bei der Spannungs-
rampen von —-30 bis -50 mV appliziert worden sind, die eine Rampengeschwindigkeit von
500 mV s* mit unterschiedlicher Polaritét aufwiesen. Die durchschnittliche Kapazitat war
19.9+ 1.0pF fur 28 Kapillaren. Diese Kapillaren hatten einen Eingangswiderstand von
3.30 £ 0.66 GW, der eher eine untere Abschatzung darstellt, weil der durchschnittliche Ab-
dichtwiderstand (Sealwiderstand) mit 60 £ 12 GW nur 18mal grof3er war. Die 28 gemessenen
Kapillarfragmente bestanden aus 2 bis 12 Endothelzellen. Es zeigte sich, dal3 die ermittelte
Kapazitdt nicht mit der Zellanzahl des Kapillarfragments korrelierte (Korrelationsfaktor:
0.013, siehe Abbildung 3.2). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dal3 Endothelzellen in den
praparierten Kapillarfragmenten nicht elektrisch gekoppelt waren, so dal3 die ermittelte
Kapazitat der Membrankapazitéat einer einzelnen Endothelzelle entsprach. Bei zwel Kapillar-
fragmenten zeigte die Anfarbung mit Lucifer Yellow in der konventionellen Ganzzellable-
tung, dal3 sich nur die abgeleitete Endothelzelle mit Lucifer Yellow dialysieren lief3. Genauer
gesagt, benachbarte Zellkerne wurden nicht angeféarbt (siehe Abbildung 3.3). Auch dieses
Ergebnis unterstiitzt die Aussage, dal3 in der von mir gewahlten Praparation keine Koppelung

zwischen den kapill&ren Endothel zellen Uber gap junctions vorhanden waren.
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Abbildung 3.1

Membrankapazitats-Bestimmung

Die obere Abbildung zeigt die applizierten Aufwarts- und Abwartsrampen (500 mV s%) zwischen —30 und
-50 mV im Spannungsklemm-Modus; die untere Abbildung gibt die Stromantwort einer vierzelligen Kapillare
an. Ein Stromsprung von 21.2 pA ist beim Wechsel der Rampen dV/dt = 1V s* vorhanden. Damit ergibt sich

eine Membrankapazitét von ca. 21 pF. Diese Ableitung hatte einen Sealwiderstand von 16.6 GW und einen Ein-
gangswiderstand von 1.4 GW,

Alle weiteren Untersuchungen sind mit der Perforated-Patch-Methode durchgefiihrt
worden, um das intrazelluléare Milieu nicht zu beeinflussen. Ein im Stromklemm-Modus ge-
messener Membranpotentialverlauf ist in Abbildung 3.4 dargestellt. Mit physiologischer Salz-
l6sung (5 mM K*) schwankte hier das Membranpotential zwischen —35 und 60 mV. Das
durchschnittliche Ruhe-Membranpotential lag bel —36.6+ 2.8 mV von 31 im Perforated-

Patch-M odus gemessenen Kapillaren. Bei Applikation von der Hochkalium-L 6sung (140 mM
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Abbildung 3.2

Die Membrankapazitat von 28 Kapillarfragmenten mit unterschiedlicher Anzahl von Endothelzellen (2-12) ist
dargestellt. Die ermittelten Membrankapazitéten lagen im Bereich von 11 pF bis 33 pF. Eine Korrelation
zwischen Membrankapazitét und Gréfe des Kapillarfragments (Anzahl der Zellen) war nicht feststellbar. Die ab-
gebildete Regressionsgerade besald einen Korrelationsfaktor von 0.013. M&glicherweise stellen die ermittelten
Membrankapazitédten die Membrankapazitét einer Endothelzelle dar.

K") depolarisierte das Membranpotential auf ca. 0mV und die Membranpotential schwan-
kungen verringerten sich stark. Die Verringerung der Membranpotentia schwankungen 1813t
sich zum einen durch die Abnahme der treilbenden Kraft fur Kalium (EMK » 0) und zum
anderen durch die Abnahme des Eingangswiderstandes der Zelle aufgrund der hoheren Off-
nungswahrscheinlichkeit von spannungsabhéngigen Kandlen erklaren. Abbildung 3.5 zeigt
die dazugehotrigen Strom-Spannungs-Kurven, die durch langsame Spannungsrampen
(40 mV s%) im Spannungsklenm-Modus ermittelt wurden. Die Kurve mit der physiolo-
gischen Salzlésung (5 mM K™) zeigt eine Auswartsgleichrichtung im Bereich von —60 bis
+35 mV. Die durchschnittliche Leitfahigkeit (slope conductance) bei —55 mV von 31 Kapilla-
ren lag be 322+ 50 pS. Hingegen weist die Kurve mit der Hoch-Kaliumldsung keine
Auswaértsgleichrichtung auf und die durchschnittliche Leitféhigkeit bel -55 mV von 9 Kapil-
laren war mit 1446 + 651 pS im Mittel 4.5fach hoher. Das Umkehrpotential lag in der Néhe

von O mV in einem Bereich von —2 bis+3 mV.
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Abbildung 3.3
Lucifer Yellow Anfarbung

Abbildung A zeigt ein mindestens 9zelliges Kapillarfragment; der Pfeil weist auf den Kernbereich der Endothel -
zelle hin, auf den die Patchpipette abgesetzt worden ist; Mef3balken: 25 um Abbildung B stellt die Emission von
Lucifer Yellow dar, die Anférbung geschah tiber eine mit Lucifer Y ellow gefillte Patchpipette in der konventio-
nellen Ganzzellkonfiguration fur 10 Minuten, nach weiteren 20 Minuten war keine Verdnderung in der Anfar-
bung festzustellen. Benachbarte Endothel zellen im isolierten Kapillarfragment sind Gber gap junctions nicht an-
geférbt und damit nicht miteinander gekoppelt.
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Abbildung 3.4

Membranpotentialverlauf bei Veranderung der extrazelluléren Kaliumkonzentration

Dargestellt ist eine Perforated-Patch-Ableitung von einem fiinfzelligen Kapillarfragment. In physiologischer
Salzlésung (5 mM K™) schwankt hier das Membranpotential zwischen -35 und -60 mV. Bei 140 mM K* (sym-
metrische Kaliumverhéltnisse) depolarisiert es auf ca. 0 mV, und die Schwankungen des Membranpotentials ver-
ringern sich stark. Das Membranpotential ist in erster Linie von der extrazellulédren Kaliumkonzentration ab-

héngig.

Katp-Strom

Die typische Wirkung des Kaiumkanaloffners Rilmakalim auf das Membranpotential
eines Kapillarfragments zeigt die Abbildung 3.6. Rilmakalim bewirkte eine Hyperpolarisati-
on, die mit einer Verringerung der Membranpotential schwankungen einherging, was mit der
hoheren Offnungswahrscheinlichkeit der Katp-Kande zu erklaren war. Bei den mit 1 uM
Rilmakalim getesteten 9 Kapillaren lag das Ruhe-Membranpotential bei —38.0 £ 3.1 mV und
mit 1 uM Rilmakalim bei —73.4 £ 1.7 mV. Abbildung 3.7 (Kurve mit gefillten Kreis verse-
hen) stellt beispielhaft die Wirkung von Rilmakalim auf die Strom-Spannungs-Beziehung dar.
Auswaértsstrome fanden sich positiv von —78 mV, negativ davon die Einwartsstrome. Diese
Strom-Spannungs-Kurve ist Uber den Spannungsbereich von —100 bis +20 mV linear; eine
Auswaértsgleichrichtung fehlt. Die Wirkung von 1 uM Rilmakalim konnte bel 5 Kapillaren
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Abbildung 3.5
Wirkung der extrazellularen Kaliumkonzentration auf die Strom-Spannungs-Beziehung

Die obere Kurve stellt die Strom-Spannungs-Beziehung bei extrazelluldren physiologischen 5 mM K™ dar. Sie
zeigt deutlich eine Auswértsgleichrichtung. Hingegen zeigt die untere Kurve mit 140 mM extrazelluldrem
Kalium keine Auswaértsgleichrichtung. Beide Kurven sind mit der Perforated-Patch-Ableitung in der Spannungs-
klemme mit langsamen Spannungsrampen von 40 mV s* gewonnen.

durch Zugabe von 1 uM Glibenclamid komplett aufgehoben werden: Das Membranpotential
depolarisierte auf den urspriinglichen Wert zurtick (siehe Abbildung 3.6), und die Strom-
Spannungs-Kurve wies wieder die urspringliche Auswartsgleichrichtung auf. Die Differenz-
kurve (siehe Abbildung 3.7, unterer Graph) gibt den durch Rilmakalim induzierten Strom an.
Hier lag das Umkehrpotential bei -85 mV; Auswartsstrome befanden sich positiv, Einwérts-
strome negativ davon. Bel 9 Kapillaren befand sich das durchschnittliche Umkehrpotential bei
—-82.9+1.9mV, das dem berechneten Kaliumglechgewichtspotential von —-84.8 mV sehr
nahe kam. Im Bereich von —100 bis 40 mV war der Differenzstrom linear; positiv davon

flachte er ab, und sein Rauschen nahm deutlich zu (siehe Diskussion ,Katp-Strom’). Die Ab-
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Abbildung 3.6

Wirkung von Rilmakalim und Glibenclamid auf das Membranpotential

Hier ist eine Perforated-Patch-Ableitung im Stromklemm-Modus gezeigt. Die Badapplikation von Rilmakalim
(500 nM) hyperpolarisiert das Membranpotential stark —von ca. —40 auf —78 mV. Bei Zugabe von Glibenclamid
in Anwesenheit von Rilmakalim depolarisiert das Membranpotential auf den vorherigen Zustand. Die Hyperpo-

larisation geht mit einer Verringerung der Membranpotential schwankungen einher.

bildung 3.8 zeigt fur den Kaliumkanaltffner Diazoxid die gleichen Effekte. Hier hatte die
Kapillare eine grofere Leitfahigkeit bei negativen Potentialen, so dal3 die Auswartsgleichrich-
tung nicht so ausgepragt war. Aber der Differenzstrom (siehe Abbildung 3.8, unterer Graph)
dhnelte dem durch Rilmakalim verursachten Strom stark (siehe Abbildung 3.7, unterer
Graph).

Die Offnungswahrscheinlichkeit der Katp-Kandle war von der ATP-Konzentration der
Zelle abhangig. Eine Erhohung in der Offnungswahrscheinlichkeit konnte durch eine
metabolische Hemmung erfolgen. Durch die metabolische Hemmung mit Desoxyglukose und
Dinitrophenol wurde die glykolytische und mitochondrale ATP-Produktion gehemmt. Abbil-
dung 3.9 stellt die Wirkung dieser metabolischen Hemmung auf die Strom-Spannungs-Kurve
dar und zeigt, dal3 diese Wirkung mit der Wirkung der Kaliumkanal 6ffner vergleichbar ist.

46



100 - P

-1
Potential (mV) -20 4
-40 4
60
40 ’y
1<
o
20 1 5
@)

K

E

v
I T T T T 1
—l(ﬁ)/ -80 -60 -40 -20 20

Potential (mV) 20

Abbildung 3.7
Wirkung von Rilmakalim und Glibenclamid auf die Strom-Spannungs-Beziehung

Der obere Graph zeigt drei Strom-Spannungs-Beziehungen, die am selben Kapillarfragment mit der Perforated-
Patch-Methode gewonnen wurden. Dazu wurden langsame Spannungsrampen von 40 mV s* im Spannungs-
klemm-Modus appliziert. Die mit dem leeren Kreis markierte Kurve stellt die Strom-Spannungs-Beziehung unter
Kontrollbedingungen dar, d.h. die Strom-Spannungs-Kurve ist vor der Applikation von Rilmakalim gewonnen.
Die mit dem gefillten Kreis versehene Kurve ist die Strom-Spannungs-Beziehung wahrend der Applikation von
1uM Rilmakalim. Die mit dem schwarzen Dreieck markierte Kurve zeigt die Strom-Spannungs-Beziehung
unter Applikation von 1 uM Rilmakalim plus 1 pM Glibenclamid. Der Pfeil markiert das errechnete Kalium-
gleichgewichtspotential (Ex). Unter 1 uM Rilmakalim findet sich eine Stromzunahme in Auswérts- wie Ein-
waérts-Richtung gegentber der Kontrollkurve und zudem weist eine deutliche Hyperpolarisation auf. Aul3erdem
besitzt sie keine Auswértsgleichrichtung wie die beiden anderen Kurven. Mit 1 pM Glibenclamid in Anwesen-
heit von 1 pM Rilmakalim konnte die Wirkung von Rilmakalim wieder riickgdngig gemacht werden. Die Kreu-
zungspunkte mit der Rilmakalim-Kurve liegen in der Ndhe von Ex. Der untere Graph stellt die Differenz

zwischen der Kurve mit dem schwarzen gefuillten Kreis und der mit dem ungefillten Kreis dar. Dieser Differenz-

47



strom ist der Strom, der durch das Rilmakalim verursacht wird. Der Differenzstrom besitzt die charakteristischen
Eigenschaften des K a1p-Stromes.
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Abbildung 3.8
Wirkung von Diazoxid auf die Strom-Spannungs-Beziehung

Die Bezeichnungen fiir den oberen Graph sind analog zu der vorherigen Abbildung 3.7. Die hier abgeleitete Ka-
pillare zeigt nicht eine ausgepréagte Auswartsgleichrichtung, well sie grof3ere Leitfahigkeiten bei negativen
Potentialen aufweist. Trotzdem bewirken 300 uM Diazoxid eine Stromzunahme in Auswérts- wie in Einwérts-

Stromrichtung. Der untere Graph gibt wieder den Differenzstrom an und dhnelt stark dem durch Rilmakalim ver-
ursachten Strom.

Die Differenzkurve des durch die metabolische Hemmung induzierten Stroms éhnelt stark
dem Differenzstrom, der durch die Kaliumkanal 6ffner verursacht wurde (vergleiche die unte-
ren Graphen der Abbildungen 3.7 mit 3.8 und 3.9).
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Abbildung 3.9
Der Effekt einer metabolischen Hemmung auf die Strom-Spannungs-Beziehung

Die Graphen dieser Abbildung stellen die Wirkung der metabolischen Hemmung durch 250 uM Dinitrophenol
plus 10 mM Desoxyglukose auf die Strom-Spannungs-Beziehung dar. Die Beschriftung wird analog zu den vor-
herigen beiden Abbildungen beibehalten. Auch hier fallt auf, dal? die beiden Kurven sich nahe dem berechneten
Ex schneiden. Der untere Graph zeigt wiederum die Differenzkurve und verdeutlicht, daf? die metabolische Hem-

mung einen Strom induziert, der dem Differenzstrom, der durch Kaliumkanal 6ffner verursacht wird, stark ghnelt.

Das Ergebnis, da? ein Strom durch die Kaliumkanal6ffner induzierbar war, der sein
Umkehrpotential nahe beim Kaliumgleichgewichtspotential hatte und durch Glibenclamid
hemmbar war, legt nahe, dal3 Herzkapillaren Katp-Kandle besitzen. Die Tatsache, dal3 eine
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metabolische Hemmung zu einem sehr dhnlichen durch Kaliumkanaloffner verursachten
Strom fUhrte, bekréaftigt, dal? die endothelialen Karp-Kande in den Herzkapillaren funktionell
sind.

Abbildung 3.10 zeigt den Vergleich der unterschiedlich starken Wirkungen von Hoch-

Kaliumldsung, Rilmakalim, Diazoxid und der metabolischen Hemmung. Anhand der Leit-
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Abbildung 3.10

Vergleichende Darstellung der Wirkungen von Kaliumkanal 6ffnern und metabolischer Hem-
mung

Dargestellt sind die relativen Anderungen der Leitfahigkeit, bei =55 mV gemessen, bezogen auf die Leitfahigkeit
in der physiologischen Badldsung (5 mM K*) bei der gleichen Kapillare. Die eingeklammerten Zahlen geben die
gemessenen Kapillarfragmente an. Die metabolische Hemmung wurde wieder mit 250 uM Dinitrophenol plus
10 mM Desoxyglukose durchgefuhrt. Die Verénderungen der Leitféhigkeiten wurden mit Hilfe des ,student’s
paired ¢ test' statistisch erfaldt; dabei gilt: * P < 0.05, ** P < 0.01. Auffallig ist hier, daf? das Rilmakalim die Leit-
fahigkeit verneunfacht, wahrend das Diazoxid sie nur mit einem Faktor von 2.5 erhéht. Das Rilmakalim wirkt als
sehr potenter Kaliumkanal6ffner an Herzkapillaren. Die von mir gewahite metabolische Hemmung verursacht
fast eine Vervierfachung der Leitfahigkeit und liegt damit zwischen der Wirkung von Diazoxid und Rilmakalim.
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fahigkeit bei =55 mV unmittelbar vor der jeweiligen Applikation in der physiologischen
Salzlésung (5 mM K*) und 3 Minuten nach Beginn der Applikation wurde der Wirkungsun-
terschied als das Ausmal? der Leitfahigkeitsanderung ausgedriickt. Die relativen Anderungen
in der Leitfahigkeit sind dargestellt. Im Mittel erhdhte 1 uM Rilmakalim die Leitfahigkeit bei
-55mV um enen Faktor von 9.0+ 1.8 (N =19). Hohere Konzentration von Rilmakalim
bewirkten keinen deutlich weiteren Anstieg in der Leitfahigkeit; es handelte sich bei dieser
Konzentration um den anndhernd maximalen Effekt. Um den Typ der Katp-Kandle zu charak-
terisieren, wurde der Kaliumkana 6ffner Diazoxid als klassifizierendes Pharmakon eingesetzt
(siehe auch Diskussion ,Katp-Strom’). Im Vergleich zu Rilmakalim ist die Wirkung von
300 uM Diazoxid viel geringer. 400 uM Diazoxid zeigten keinen weiteren Anstieg in der
Leitfahigkeit (N = 1). Zudem wirkte die 400 uM Konzentration schon stark zellschéadigend.
Im Mittel erhdhte 300 UM Diazoxid die Leitfahigkeit bel =55 mV nur um einen Faktor von
25%0.2 (N =10) innerhalb der ersten 3 Minuten. Die Konzentrationen von 100 nM (N = 2)
und 300 nM (N = 3) Diazoxid verursachten keine Anderung in der Leitfahigkeit. Die Wirkung
auf die Leitfahigkeit bel =55 mV durch die metabolische Hemmung ist ebenfalls dargestellt.
250 uM Dinitrophenol und 10 mM Desoxyglukose bewirken eine Erhdhung der Leitféhigkeit
um den Faktor 3.9+ 1.7 (N = 4). H6here Konzentrationen von Dinitrophenol schadigten die
Kapillarfragmente. Die Wirkung dieser niedrigen Konzentration von Dinitrophenol spiegelt

eher die Situation in situ wieder.
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Diskussion

Die in der Herz- bzw. Ventrikel- Suspension vorliegenden Kapillarfragmente lassen sich
leicht von Herzmuskelzellen unterscheiden. Herzmuskelzellen sind quaderférmig und mit
120 x 20 x 5 (L x B x H) um sehr grof3; zudem besitzen sie eine Querstreifung. Kapillaren be-
stehen aus aneinandergereihten Endothelzellen, die perlenschnurartig aussehen und keine
Querstreifung aufweisen. Bei den praparierten Herzkapillaren waren die Absténde zwischen
den Kernen der Endothelzellen unterschiedlich und lagen in einem Bereich von ca. 20 bis
60 um. Die sehr selten gewonnenen Arteriolen besitzen neben den Endothel zellen noch glatte
Muskelzellen, die ringférmig um die Endothel zellen angeordnet sind. Arteriolen sind mit 20
bis 50 pm im Durchmesser (Klieber & Daut, 1994) deutlich grof3er as die Herzkapillaren mit
6 um. Somit waren Herzkapillarfragmente unter dem Mikroskop leicht zu identifizieren und
gut von den anderen isolierten Objekten zu unterscheiden.

Aufgrund des fehlenden Perfusionsdrucks wiesen alle praparierten Kapillarfragmente ein
kollabiertes Lumen auf. Zwischen den Kernen der Endothelzellen waren die Kapillaren im
Durchmesser 2 bis 3 um grof3. Haufig war das kollabierte Lumen als dunkle Linie zwischen
den Kernen (siehe Abbildung 1.1) zu sehen.

Herzkapillaren besitzen Perizyten (Tilton et a., 1979 alb), aber im Gegensatz zu Gehirn-
kapillaren in einer viel geringeren Dichte (Tilton, 1991). Bei der Auswahl der Kapillaren
wurde darauf geachtet, dal? die Kapillarfragmente keine Perizyten besal3en. Besonders bei den
3 bis 5-zelligen Kapillaren gelang dies gut; langere Fragmente besal3en Perizyten. Aul3erdem
weisen Perizyten nicht eine auswartsgleichrichtende Strom-Spannungs-Beziehung auf wie das
kapillare Endothel, sondern eher eine lineare (Sakagami et al., 1999), so dal3 sich die beiden
Zé€lltypen, wenn sie sich morphologisch gleichen, hierdurch unterscheiden lassen.

K apazitatsmessung

Die Kapazitétsmessungen der unterschiedlich langen Herzkapillaren ergaben eine durch-
schnittliche Kapazitéat von ca. 20 pF. Da die gemessenen Kapazitéten nicht mit der Anzahl der
Endothelzellen der Kapillaren korrelieren, bedeutet dies, dal’ die gemessene Kapazitét der
Membrankapazitét der einzelnen Endothelzelle, die abgeleitet worden ist, entspricht. Das
heil3t, Endothel zellen in Herzkapillaren besitzen eine durchschnittliche Membrankapazitét von
20 pF. Biologische Membranen haben eine spezifische Membrankapazitét von 1 uF cm?, so
daR die durchschnittliche Membranflache einer Endothelzelle von Herzkapillaren 20 x 10°®

cm? groR ist. In erster Naherung 18 sich die Oberflache einer kapillaren Endothelzelle als
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Zylinderhilse berechnen. Eine durchschnittliche Endothelzelle ist 30 um lang und im Durch-
messer 6 um breit, was zu einer Membranflache von 11.3 x 10°® cm? fuihrt, die um den Faktor
1.8 kleiner ist als die Flache aus der Kapazitatsbestimmung. Da die Membran der Endo-
thelzellen Caveolae bilden, kommt es mit ca. 20 Caveolae (&= 100 nm) pro pm? zu einer
Oberflachenvergroferung mit einem Faktor von 1.5 (McGuire & Twietmeyer, 1983). Dies
unterstitzt die Annahme, dal? die Kapazitdtsmessungen die Membrankapazitét einer einzelnen
Endothelzelle widerspiegeln. Aul3erdem bedeutet es, dal3 die Endothelzellen in den Kapillar-
fragmenten unter den zugrundegelegten experimentellen Bedingungen elektrisch nicht mit-
einander gekoppelt sind. Die wenigen Lucifer Yellow Anférbungen zeigen dies bel gut
erhaltenen Kapillarfragmenten ebenfalls, da der Fluoreszenz-Farbstoff nicht in die benach-
barten Endothelzellen diffundiert. Hingegen konnten in vivo die kapilldren Endothelzellen
Uber gap junctions miteinander gekoppelt vorliegen. Auch mehrzellige Kapillarfragmente, aus
dem Gehirn von Hausschweinen isoliert, besitzen eine Membrankapazidt von 15 bis 25 pF
(Hoyer et al., 1991), was zum einen darauf hindeutet, dal3 auch hier unter anderen experi-
mentellen Bedingungen die gap junctions elektrisch entkoppelt sind, und zum anderen, dal3

kapillare Endothel zellen aus verschiedenen Organen dhnlich grof3e Zellmembranen besitzen.

Strom-Spannungs-Beziehung

Die unter physiologischen Bedingungen (5 mM K*) gemessenen Strom-Spannungs-Kurven
weisen ale eine Auswartsgleichrichtung auf. Dieses Charakteristikum der Herzkapillaren
fand sich auch bei Dittrich & Daut (1999). Auch die Stromamplituden und die Leitfahigkeiten
stimmen Uberein. Ein Strom, der durch einen starken Einwartsgleichrichter hervorgerufen

wird, konnte nicht beobachtet werden.

Katp-Strom

Die Differenzkurven (Abbildungen 3.7 und 3.8) stellen den durch Kaliumkanal 6ffner
induzierten Strom in Abhangigkeit zur Spannung dar und zeigen im physiologischen Span-
nungsbereich eine lineare bzw. ohmsche Abhangigkeit zwischen induziertem Strom und
applizierter Spannung. Die schwache Spannungsabhéngigkeit des Karp-Kanals (Kakel et al.,
1985) drtickt sich im physiologischen Spannungsbereich aus als lineare oder ohmsche Bezie-
hung zwischen Strom und Spannung (Noma & Shibasaki, 1985). Diese Gemeinsamkeit und
die Tatsache, dal3 das Umkehrpotential nahe dem Kaliumgleichgewichtspotential liegt (Noma,
1983), sprechen stark fur die Existenz eines ATP-sensitiven Kalium-Stromes in den Herzka-
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pillaren. Zudem zeigt der durch metabolische Hemmung induzierte Strom (Abbildung 3.9) die
gleichen Eigenschaften und unterstitzt die Behauptung, dal3 funktionelle Karp-Kande in
Herzkapillaren vorhanden sind. Auch die Glibenclamid-Sensitivitét des induzierten Stromes
von 1M bestérkt dies — erst hohere Glibenclamid-Konzentrationen wirken unspezifisch
(Szewczyk et a., 1997). Das hohere Stromrauschen und die Abflachung des Differenzstromes
in positiver Richtung vom physiologischen Spannungsbereich (ausgepragt in Abbildung 3.7
zu sehen) sind weitere Charakteristikafir Karp-Strome (Horie et al., 1987).

Um zu ermitteln, welche b-Untereinheit am Karp-Kana der Herzkapillaren beteiligt ist,
wurde der Kaliumkanal 6ffner Diazoxid verwendet. Diazoxid zeigt im Gegensatz zu anderen
Kaiumkanal6ffnern die grofdten Unterschiede in der Sensitivitét der verschiedenen Katp-
Kanaltypen. Der in den Herzmuskelzellen vorkommende Karp-Kanal (Kir6.2/SUR2A) ist
Diazoxid-insensitiv, der in glatter Muskulatur (Kir6.1/SUR2B) und der in den b-Zellen der
Bauchspeicheldriise (Kir6.2/SUR1) hingegen sensitiv (Faivre & Findlay, 1989; Trube et al.,
1986; Quale et al., 1995). Vor alem die Frage, welche SUR2-Komponente der Katp-Kanal in
den Herzkapillaren besitzt, stand im Vordergrund. Diazoxid wirkte als Kaliumkanal 6ffner im
Gegensatz zu Rilmakalim nur schwach. Dies 183 sich darauf zurtickfUhren, dal3 Rilmakalim
einer der potentesten Kaliumkanal 6ffner ist, der zur Zeit erhdtlich ist. Die Diazoxid-Sensitivi-
tét der Katp-Kandle in den Herzkapillaren zeigt klar, dald SUR2A nicht die beteiligte b-
Untereinheit sein kann. SUR1 und SUR2B kommen also in Frage. Die zellspezifische RT-
PCR ergab, dal3 nur SUR2B-Transkripte in Herzkapillaren vorkamen (Mederosy Schnitzler et
al., 2000). Somit brauchte nicht noch der Kaliumkanal 6ffner Pinacidil zur Unterscheidung, ob
SUR1 oder SUR2B als b-Untereinheit des Katp-Kanals vorliegen, eingesetzt werden. Nano-
molare Konzentrationen von Diazoxid induzierten keinen Katp-Strom. Im Gegensatz dazu
zeigten diese Konzentrationen (sogar 10 pM) bel Fluoreszenz-Messungen mit bis-Oxonol
starke Hyperpolarisationen (Langheinrich & Daut, 1997). Dieser Widerspruch in der
Diazoxid-Sensitivitét der Katp-Kandle von Herzkapillaren ist zur Zeit nicht geklart. Einerseits
ist es vorstellbar, dal3 durch die Bildung eines Gigaseals das Zytoskelett so stark deformiert
wird, dal3 die Katp-Kande in der Zellmembran eine hypothetische Zytoskelett-Anbindung
verlieren (siehe dazu Furukawa et al., 1996) und dadurch Diazoxid-insensitiv werden.
Andererseits ist es denkbar, dal3 das in die Membran eingelagerte bis-Oxonol mit der SUR-
Komponente in Wechselwirkung tritt. Es konnte zu einer Konformationsénderung der SUR-
Untereinheit fihren, die viel sensitiver fur Diazoxid wére.

Die metabolische Hemmung mit 250 uM Dinitrophenol und 10 mM Desoxyglukose akti-
vierte den Katp-Strom deutlich. Die Wirkung war nicht so stark wie die des potenten Kalium-
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kanal 6ffners Rilmakalim, aber dennoch stérker als die von Diazoxid. Hohere Konzentrationen
von Dinitrophenol schéadigten die Kapillare schnell, und die Effekte konnten nicht wieder aus-
gewaschen werden. Bei der oben genannten Konzentration war dies moglich.

Die Anzahl der Katp-Kanéle einer Kapillarendothel zelle kann mit Hilfe der Ganzzellablei-
tungen abgeschétzt werden. Bel =55 mV ist der Median der Leitfahigkeit unter der Applikati-
on von Rilmakalim 900 pS. Unter der Annahme einer sehr hohen Offnungswahrscheinlichkeit
durch den potenten Kaliumkanal 6ffner (1 uM Rilmakalim) ergeben sich fir einen Katp-Kanal
mit 33 pS 27 Kanéle pro Zelle und fir einen Katp-Kanal mit 80 pS 11 Kanéle pro Zelle. Das
bedeutet, dal? die Anzahl der zu erwartenden Katp-Kanéle pro Kapillarendothel zelle zwischen
5 und 40 liegen kann.

Um die Leitfahigkeit des Katp-Kanals in Herzkapillaren zu bestimmen, wurden Ganzzell-
ableitungen vorgenommen. Experimente im ,, cell-attachted” - oder ,, cell-free“-Modus, die Ub-
licherweise fur eine Leitfahigkeitsbestimmung geeignet wéren, sind in diesem Fall nicht
sinnvoll, da die Kanaldichte zu gering ist. Zudem koénnte es sein, dald die Katp-Kandle in der
Zellmembran nicht gleichméliig verteilt vorliegen, sondern nur auf der luminalen Seite der
Endothelzelle (Manabe et al., 1995) oder an den Grenzen zu den benachbarten Endothel zellen
in der Kapillare vorkommen. Da Perforated-Patch-Ableitungen durch den erhohten Zugriffs-
widerstand ein schlechteres Signal-Rausch-Verhdtnis aufweisen als die konventionellen
Ganzzellableitungen, entschied ich mich fir den konventionellen Mefd3modus. Jedoch 6ffneten
sich unter verschiedenen von mir gewahlten experimentellen Bedingungen (Pipettenl 6sungen
und Klemmspannungen) mehrere Kanaltypen. Die ermittelten Leitfahigkeiten der aktivierten
Kandle lagen unter 50 pS. Dieses Ergebnis spricht eher dafir, dal3 der Karp-Kana von Herz-
kapillaren as a-Untereinheit den Kir6.1 besitzt. Die aus Kir6.2-Komponenten bestehenden
Katp-Kande besitzen in heterolog exprimierten Saugetierzellen Leitfdhigkeiten von 76, 79
und 80 pS (Inagaki et al., 1995c; Inagaki et a., 1996; Isomoto et al., 1996), wahrend der aus
Kir6.1 bestehende heterolog exprimierte Karp-Kanal 33 pS hat (Yamada et al., 1997). Da die
Kir6.2-Untereinheiten, egal mit welcher SUR-Untereinheit sie kombiniert sind, Leitfahig-
keiten von ca. 80 pS aufweisen, liegt es nahe zu behaupten, dal3 die a-Untereinheit die
Leitfahigkeit des Kanals bestimmt. Wenn nicht starke synergistische Effekte bel der Kombi-
nation von Kir6.1 mit den drei bekannten SUR-Untereinheiten auftreten, mufdten die aus
Kir6.1 aufgebauten Katp-Kandle ca. 30 pS in symmetrischen Kaliumlésungen besitzen. Die
nativen Katp-Kandle in der glatten Muskulatur von Blutgefal3en weisen unter symmetrischen

Hoch-Kaliumldsungen Einzelkanalleitfahigkeiten im Bereich von 20 bis 50 pS auf (Quayle &
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Standen, 1994). Mdoglicherweise sind also die Karp-Kandle in der glatten Muskulatur die
gleichen, diein den Herzkapillaren vorkommen.

Mit Hilfe der zellspezifischen RT-PCR konnten aber auch Transkripte der Kir6.2-Unter-
einheit in den Herzkapillaren gefunden werden. Das wiederum wurde bedeuten, dal3 in den
unternommenen Versuchen eine Einzelkanalleitfahigkeit von 80 pS vorhanden sein mifite.
Dies konnte nicht beobachtet werden, schliefst aber nicht eine solche Kanalletfahigkeit aus,
denn es sind bisher noch zu wenige Experimente erfolgreich durchgefiihrt worden. Vielleicht
kénnten immunhistochemische Methoden (bei denen Antikorper gegen die Kir-Untereinheit
gerichtet werden) weiterhelfen, um herauszufinden, wo innerhalb der Kapillarendothel zelle
die verschiedenen K atp-Kanéle vorliegen.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dal3 Herzkapillaren Katp-
Kandle besitzen. Damit kann die Aussage unterstiitzt werden, dald mikrovaskuléres Endothel
funktionelle Karp-Kande exprimiert. Zum einen zeigten Damir Janigro und Marco A.
Delpiano unabhangig voneinander einen ATP-sensitiven Kaliumstrom in kultivierten Endo-
thelzellen von Gehirnkapillaren der Ratte (Janigro et a., 1992; Delpiano, 1994), und zum
anderen konnte die Arbeitsgruppe von Heinz Gogelein bei frisch isolierten Gehirnkapillaren
einen Katp-Strom nicht beobachten (mtndliche Mitteilung, siehe auch Popp & Gogelein,
1992). Noch bis vor kurzem wurde davon ausgegangen, dal3 mikrovaskuléres Endothel aus
dem Herzen keine Katp-Kandle besitzt (Mehrke et a., 1991, siehe dazu Langheinrich & Daut,
1997). Ob bel anderen Kapillargebieten wie etwa der Niere oder der Leber Karp-Kandle
exprimiert werden, bleibt offen. Auch fir das makrovaskulére Endothel wird die Existenz der
Katp-Kande noch kontrovers diskutiert: einerseits charakterisieren Christopher Katnik und
David J. Adams (1995, 1997) in frisch dissozierten Endothelzellen der Aorta und Lungenarte-
rien des Kaninchens einen ATP-sensitiven Kaliumstrom, andererseits wiesen in Kultur gehal-
tenen Endothelzellen der Arbeitsgruppe von Bernd Nilius nie Katp-Stréme auf (mindliche
Mitteilung von Bernd Nilius). Vermutlich verschwindet der Karp-Kanal unter Kultivierungs-
bedingungen, indem er nicht mehr exprimiert wird.

Zusammenfassend 183t sich sagen, dal3 funktionelle Karp-Kanéle in der Zellmembran von
Herzkapillaren beim Meerschweinchen vorliegen, deren b-Untereinheit aus SUR2B und deren
a-Untereinheit entweder aus Kir6.1, Kir6.2 oder aus beiden besteht (Mederos y Schnitzler et
al., 2000).
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Mdgliche Funktion der Karp-Kande im Kapillarendothel

Es konnte in der Arbeitsgruppe von Jirgen Daut an Herzkapillarfragmenten gezeigt
werden, dal3 eine Applikation von Kaliumkana6ffnern zu einem Anstieg des freien intra
zellularen Kaziums fuhrt (Langheinrich & Daut, 1997; Langheinrich et al., 1998). Die
Konzentration des freien intrazelluldren Kalziums héngt vom Gleichgewicht zwischen den
Kalzium-Einstromen und -Ausstromen ab. Der Kalzium-Einstrom findet vermutlich tber
Kazium-Leakage-Kanéle statt (Cannell & Sage, 1989; Laskey et al., 1992). Bel einer Hyper-
polarisation, beispielsweise verursacht durch eine Erhohung der Offnungswahrscheinlichkeit
von Karp-Kanden, kommt es zu einem vermehrten Kalzium-Einstrom, der, wenn der
Kazium-Ausstrom sich nicht gleichzeitig auch erhoht, zu einem Anstieg des freien intra-
zelluldren Kalziums fuhrt. Dieser Anstieg in den Kapillarendothelzellen beeinflufd die
Permeabilitét und die hydraulische Leitfahigkeit der Kapillarwand (Michel & Curry, 1999).
Bisher ist die genaue Abfolge vom Kalzium-Anstieg zur kapilldren Permeabilitétsénderung
nicht bekannt. Es konnte aber gezeigt werden, dal3 es sich um eine durch Stickstoffmonoxid
und zyklisches Guanosin-Monophosphat vermittelte Reaktion handelt (He et al., 1997; He et
al., 1998). Die pathophysiologischen Zustande Ischamie und Hypoxie kénnten im Kapillar-
endothel die gleiche Signalkaskade benutzen, indem sie die interzelluldre ATP- und ADP-
Konzentration &ndern, so dal3 sich Karp-Kanéle 6ffnen und eine starke Hyperpolarisation den
erhohten Kalzium-Einstrom bewirkt. Das dabel freigesetzte Stickstoffmonoxid des Kapillar-
endothels konnte die Kontraktilitdt der benachbarten Herzmuskelzellen beeinflussen
(Brutsaert et al., 1998). Stickstoffmonoxid bewirkt eine Verringerung der Kontraktilitét tber
zyklisches Guanosin-Monophosphat, das den L-Typ-Kaziumkanal hemmt (Brady et al.,
1993; Mey et a., 1993). Zusétzlich kann das unter pathophysiologischen Bedingungen
vermehrte Stickstoffmonoxid den Stoffwechsel der Mitochondrien dieser Herzmuskelzellen
veréndern (Kaasik et al., 1999; Loke et al., 1999). Auch die Adhasion von Leukozyten an das
Endothel wird tGber Stickstoffmonoxid geregelt (Kosonen et al., 1999).

Welche Stimuli und in welchem Ausmal’ die Katp-Kandle unter physiologischen und
pathophysiologischen Zusténden in den Herzkapillaren 6ffnen, ist nicht bekannt. Ich hoffe,
die vorliegende Arbeit tragt dazu bei, dal3 weitere Untersuchungen tber den Zusammenhang
von endothelialen K atp-Kanden und kapillérer Permeabilitét unternommen werden.
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Zusammenfassung

Bisher war es unklar, ob funktionelle ATP-sensitive Kaliumkande (Katp-Kande) in Endo-
thelzellen existieren. An frisch isolierten Herzkapillaren in Meerschweinchen sprachen einige
Indizien fur die Existenz von Katp-Kanédlen (Langheinrich & Daut, 1997).
Die in der vorliegenden Arbeit durchgeftihrten elektrophysiologischen Experimente zeigten,
daf3 funktionelle K atp-Kanéle vorhanden sind. Folgende wichtige experimentelle Er-gebnisse
an Herzkapillaren wurden erhalten:
Durch Kaiumkanal6ffner konnte ein Strom induziert werden, der sein Umkehrpotential
nahe beim Kaliumgleichgewichtspotential hatte.
Dieser Strom lief3 sich durch Glibenclamid, einen Kaliumkanal schlief3er, hemmen.
Eine metabolische Hemmung fihrte zu einem sehr dhnlichen durch Kaliumkanal 6ffner
verursachten Strom.
Eine in einem normalen Konzentrationsbereich liegende Diazoxid-Sensitivitéat bestétigte,
daid der in Herzmuskelzellen vorhandende Karp-Kanaltyp (Kir6.2/SUR2A) nicht in den
Herzkapillaren vorkam.
Durch RT-PCR-Experimente konnte das Vorkommen der Karp-Kandle in Herzkapillaren des
M eerschweinchens untermauert werden. Es zeigte sich, dai diese Katp-Kanédle entweder aus
Kir6.1/SUR2B oder Kir6.2/SUR2B zusammengesetzt sind.
Damit ist zum erstenmal an nativem mikrovaskul&ren Endothel das Vorkommen funktioneller
Katp-Kande gezeigt worden. Diese Kandle kdnnten eilne wichtige Rolle bel der Regulierung

der Kapillarpermeahilitdt wahrend einer |schamie spielen.
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